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Figura 1. Esquema de um sistema de pletismografia de pressdo utilizado para neonatos de
mamiferos (adaptado de Mortola & Frappel, 2013). P, pressdo; T, temperatura da cdmara; F, fluxo

de entrada; F-S, fluxo de saida.

Figura 2. Imagens termograficas da temperatura ambiente (Ta) ao redor do ninho (indicada pela
seta preta) e da temperatura da pele (Tp) de ratos controle das idades P1, P7 e P13 (indicada pelos

retangulos e circulos sobre cada um dos animais).

Figura 3. Registros do Programa Acknowledge mostrando o volume corrente (Vr), EEG e EMG

de um animal experimental durante a vigilia.

Figura 4. Registros do Programa Acknowledge mostrando o volume corrente (Vr), EEG e EMG

de um animal experimental durante o sono NREM.

Figura 5. Fotomicrografias representativas de ratos CTRL em todas as idades pds-natais
estudadas (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26 e P76-82) relacionadas as figuras do Atlas de Paxinos &
Watson (1998): A. Regides RDC (medial), RP e A7. B. Regides RDC (caudal), RP, RMAG, A5
e A6. C. Regides A6, A5 e RMAG. D. Regido RMAG. E. Regides C3, ROB e RPA. F. Regioes
A2/C2, A1/C1, ROB e RPA. G. Regides A2/C2, A1/C1, ROB e RPA. Abreviagdes: RDC-Rafe
dorsal caudal; RP-Rafe Pontina; RMAG-Rafe magnus; ROB-Rafe obscurus; RPA-Rafe pallidus.

Figura 6. Efeito da exposicéo ao ISRS no reflexo de mastigacdo (A) e de endireitamento (B) em
ratos e ratas recém-nascidos (P0). Na legenda o nimero de animais (n) é apresentado para macho
e fémea do mesmo grupo. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa

diferenca estatistica entre os tratamentos CTRL e ISRS (P<0,05).

Figura 7. Massa corporal (Kg) de ratos e ratas recém-nascidos (P0-2; P6-8 e P12-14), juvenis
(P24-26) e adultos (P76-82) expostos a fluoxetina (ISRS) prenatal ou veiculo (CTRL). Na legenda
o numero de animais (n) € apresentado para macho e fémea do mesmo grupo. *Significa diferenga

estatistica entre os tratamentos CTRL e ISRS (P<0,05).

Figura 8. “Box Plot” demonstrando os valores basais de Vi, fR ¢ VE ao longo do
desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratos controle (CTRL) e

ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o nimero de animais
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dos dados. *Significa diferenca estatistica entre os tratamentos (P<0,05) e **Significa diferenca

estatistica entre os tratamentos (P<0,01).

Figura 9. “Box Plot” demonstrando os valores basais de consumo de O, (VO2 ) e equivalente
respiratorio (VE / V02 ) (B) ao longo do desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-
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simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenga estatistica entre os

tratamentos (P<0,05).

Figura 10. “Box Plot” demonstrando os valores basais de Vr, fR ¢ VE ao longo do
desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratas controle (CTRL) e ratas
expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o numero de animais (n) é

apresentado para cada idade respectivamente. O simbolo “+” representa a média aritmética dos

dados. *Significa diferenga estatistica entre os tratamentos (P<0,05).

Figura 11. “Box Plot” demonstrando os valores basais de consumo de O, (\'/O2 ) e equivalente
respiratério (VE / VOz) ao longo do desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26;
P76-82) de ratas controle (CTRL) e ratas expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal.
Na legenda o nimero de animais (n) ¢ apresentado para cada idade respectivamente. O simbolo

“+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenca estatistica entre os tratamentos

(P<0,05).

Figura 12. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR ¢ VE como % do basal durante
hipercapnia (7% COz) ao longo do desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-
82) de ratos controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na
legenda o nimero de animais (n) € apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada
representa o basal como sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.

*Significa diferenca estatistica entre os tratamentos (*P<0,05; **P<0,01).

Figura 13. “Box Plot” demonstrando os valores de consumo de O (VOZ) e equivalente

respiratorio (VE/ VOZ) em % do basal durante hipercapnia (7% CO,) ao longo do
desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratos controle (CTRL) e
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ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o nimero de animais
(n) é apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada representa o basal como

sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.

Figura 14. Valores de temperatura corporal (T¢) durante normocapnia e hipercapnia (7% CO»)
de ratos (idade P24-26) controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo

prenatal.

Figura 15. Valores de temperatura corporal (Tc) durante normocapnia e hipercapnia (7% CO,)
de ratos (idade P76-82) controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo

prenatal.

Figura 16. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR ¢ VE como % do basal durante
hipercapnia (7% CO) ao longo do desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-
82) de ratas controle (CTRL) e ratas expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na
legenda o nimero de animais (n) € apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada
representa o basal como sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.

*Significa diferenga estatistica entre os tratamentos (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

Figura 17. “Box Plot” demonstrando os valores de consumo de O; (VOZ) e equivalente

respiratorio (VE /VO,) em % do basal durante hipercapnia (7% CO,) ao longo do
desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratas controle (CTRL) e ratas
expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o numero de animais (n) é
apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada representa o basal como sendo
100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenga estatistica

entre os tratamentos (*P<0,05; ***P<0,001).

Figura 18. Valores de temperatura corporal (Tc) durante normocapnia normoxica normoxica e
hipercapnia (7% CO») de ratas (idade P24-26) controle (CTRL) e ratas expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal.

Figura 19. Valores de temperatura corporal (Tc) durante normocapnia normoxica normoxica e

hipercapnia (7% CO>) de ratas (idade P76-82) controle (CTRL) e ratas expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal.
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Figura 20. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante hipoxia
(10% 0O,) ao longo do desenvolvimento pés-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratos
controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o
niimero de animais (n) ¢ apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada
representa o basal como sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.

*Significa diferenga estatistica entre os tratamentos (*P<0,05; **P<0,01).

Figura 21. “Box Plot” demonstrando os valores de consumo de O; (\702) e equivalente

respiratorio (VE / \702 ) em % do basal durante hipdoxia (10% O,) ao longo do desenvolvimento

pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratos controle (CTRL) e ratos expostos a
fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o nimero de animais (n) é apresentado
para cada idade respectivamente. A linha tracejada representa o basal como sendo 100%. O
simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenga estatistica entre os

tratamentos (***P<0,001).

Figura 22. Valores de temperatura corporal (Tc) durante normocapnia norméxica normoxica e
hipoxia (10% O,) de ratos (idade P24-26) controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS)

durante o periodo prenatal.

Figura 23. Valores de temperatura corporal (Tc) como porcentagem (%) do basal durante hipoxia
(10% Oy) de ratos (idade P24-26) controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante

o periodo prenatal.

Figura 24. Valores de temperatura corporal (Tc) durante normocapnia norméxica normoxica e
hipoxia (10% O») de ratos (idade P76-82) controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS)

durante o periodo prenatal.

Figura 25. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante hipoxia
(10% 0O») ao longo do desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratas
controle (CTRL) e ratas expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o
nimero de animais (n) ¢ apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada
representa o basal como sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.

*Significa diferenga estatistica entre os tratamentos (*P<0,05).
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Figura 26. “Box Plot” demonstrando os valores de consumo de O; (VOZ) e equivalente

respiratdrio (VE /VO, ) em % do basal durante hipoxia (10% O) ao longo do desenvolvimento

pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratas controle (CTRL) e ratas expostas a
fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o nimero de animais (n) é apresentado
para cada idade respectivamente. A linha tracejada representa o basal como sendo 100%. O
simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenca estatistica entre os

tratamentos (*P<0,05).

Figura 27. Valores de temperatura corporal (Tc) durante normocapnia normoéxica e hipoxia (10%
0,) de ratas (idade P24-26) controle (CTRL) e ratas expostas a fluoxetina (ISRS) durante o

periodo prenatal.

Figura 28. Valores de temperatura corporal (Tc) durante normocapnia normoéxica e hipoxia (10%
0,) de ratas (idade P76-82) controle (CTRL) e ratas expostas a fluoxetina (ISRS) durante o

periodo prenatal.

Figura 29. “Box Plot” demonstrando os valores basais de Vr, fR ¢ VE de ratos adultos controle
(CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal durante a vigilia e sono NREM
em normocapnia normoxica. Na legenda o niimero de animais (n) ¢ apresentado para vigilia e
SNREM respectivamente. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa

diferenca estatistica entre os tratamentos (**P<0,01, ***P<0,001).

Figura 30. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante
hipercapnia (7% CO) de ratos adultos controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o
periodo prenatal durante a vigilia e sono NREM. Na legenda o niimero de animais (n) ¢
apresentado para vigilia e SNREM respectivamente. A linha tracejada representa o basal como
sendo 100%. Nao ha valores das varidveis respiratorias do grupo ISRS durante o SNREM. O

simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.

Figura 31. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante hipoxia
(10% 0O3) de ratos adultos controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal durante a vigilia e sono NREM. Na legenda o nimero de animais (n) ¢ apresentado para
vigilia e SNREM respectivamente. A linha tracejada representa o basal como sendo 100%. O
simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. **Significa diferenca estatistica entre os

tratamentos (P<0,01).
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Figura 32. “Box Plot” demonstrando os valores basais de Vr, fR e VE de ratas adultas controle
(CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal durante a vigilia e sono NREM
em normocapnia normoxica. Na legenda o nimero de animais (n) ¢ apresentado para vigilia e
SNREM respectivamente. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa

diferenca estatistica entre os tratamentos (*P<0,05, ***P<0,001).

Figura 33. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR ¢ VE como % do basal durante
hipercapnia (7% CO,) de ratas adultas controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o
periodo prenatal durante a vigilia ¢ sono NREM. Na legenda o nimero de animais (n) ¢é
apresentado para vigilia e SNREM respectivamente. A linha tracejada representa o basal como
sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenca

estatistica entre os tratamentos (*P<0,05, **P<0,01).

Figura 34. “Box Plot” demonstrando os valores de V1, fR ¢ VE como % do basal durante hipoxia
(10% O) de ratas adultas controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal durante a vigilia e sono NREM. Na legenda o nimero de animais (n) ¢ apresentado para
vigilia e SNREM respectivamente. A linha tracejada representa o basal como sendo 100%. O
simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenca estatistica entre os

tratamentos (P<0,05).

Figura 35. A. Numero de cé¢lulas marcadas para serotonina (5-HT) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratos recém-
nascidos (P0-2) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B.
Numero de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1
(subdividida em medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em
rostral-R e caudal-C) de ratos recém-nascidos (P0-2) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. C. Densidade em % de marcagdo de tirosina hidroxilase (TH)
na regido da A6 medial de ratos recém-nascidos (P0-2) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RP A=rafe pallidus
RDC=rafe dorsal caudal, RP=rafe pontina.

Figura 36. A. Numero de cé¢lulas marcadas para serotonina (5-HT) por se¢do do tronco encefalico

compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
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e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratas recém-
nascidas (P0-2) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B.
Numero de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1
(subdividida em medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em
rostral-R e caudal-C) de ratas recém-nascidas (P0-2) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. C. Densidade em % de marcacdo de tirosina hidroxilase (TH)
na regido da A6 medial de ratas recém-nascidas (P0-2) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RP A=rafe pallidus
RDC-=rafe dorsal caudal, RP=rafe pontina.

Figura 37. A. Numero de células marcadas para serotonina (5-HT) por se¢o do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratos recém-
nascidos (P6-8) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B.
Numero de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1
(subdividida em medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em
rostral-R e caudal-C) de ratos recém-nascidos (P6-8) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. C. Densidade em % de marcacdo de tirosina hidroxilase (TH)
na regido da A6 medial de ratos recém-nascidos (P6-8) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus
RDC=rafe dorsal caudal, RP=rafe pontina. **Significa diferenca estatistica entre os grupos
(P<0,01).

Figura 38. A. Numero de cé¢lulas marcadas para serotonina (5-HT) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratas recém-
nascidas (P6-8) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B.
Numero de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1
(subdividida em medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em
rostral-R e caudal-C) de ratas recém-nascidas (P6-8) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. C. Densidade em % de marcagio de tirosina hidroxilase (TH)
na regido da A6 medial de ratas recém-nascidas (P6-8) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. RMA G=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RP A=rafe pallidus
RDC=rafe dorsal caudal, RP=rafe pontina.
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Figura 39. A. Numero de células marcadas para serotonina (5-HT) por se¢o do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratos da idade
P12-14 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Niimero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por sec¢@o do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e AS (subdividida em rostral-R e caudal-
C) de ratos da idade P12-14 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. C. Densidade em % de marcagao de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial
de ratos da idade P12-14 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus RDC=rafe dorsal caudal,
RP=rafe pontina. *Significa diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).

Figura 40. A. Numero de células marcadas para serotonina (5-HT) por se¢o do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratas da idade
P12-14 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Numero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢@o do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e AS (subdividida em rostral-R e caudal-
C) de ratas da idade P12-14 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. C. Densidade em % de marcagao de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial
de ratas da idade P12-14 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus RDC=rafe dorsal caudal,

RP=rafe pontina. **Significa diferenca estatistica entre os grupos (P<0,01).

Figura 41. A. Numero de células marcadas para serotonina (5-HT) por se¢o do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratos da idade
P24-26 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Nimero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por sec¢@o do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e AS (subdividida em rostral-R e caudal-
C) de ratos da idade P24-26 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. C. Densidade em % de marcagao de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial

de ratos da idade P24-26 controle (CTRL) e expostos & fluoxetina (ISRS) durante o periodo
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prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus RDC=rafe dorsal caudal,

RP=rafe pontina. *Significa diferenga estatistica entre os grupos (*P<0,05; **P<0,01).

Figura 42. A. Numero de células marcadas para serotonina (5-HT) por se¢@o do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratas da idade
P24-26 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Numero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por sec¢@o do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em rostral-R e caudal-
C) de ratas da idade P24-26 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. C. Densidade em % de marcagéo de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial
de ratas da idade P24-26 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus RDC=rafe dorsal caudal,

RP=rafe pontina.

Figura 43. A. Numero de células marcadas para serotonina (5-HT) por se¢o do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratos da idade
P76-82 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Niimero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por sec¢@o do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdivididas em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em rostral-R e caudal-
C) de ratos da idade P76-82 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. C. Densidade em % de marcagao de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial
de ratos da idade P76-82 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus RDC=rafe dorsal caudal,

RP=rafe pontina. *Significa diferenga estatistica entre os grupos (*P<0,05; **P<0,01).

Figura 44. A. Numero de cé¢lulas marcadas para serotonina (5-HT) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratas da idade
P76-82 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Numero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por sec¢éo do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdivididas em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em rostral-R e caudal-

C) de ratas da idade P76-82 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
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prenatal. C. Densidade em % de marcagdo de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial
de ratas da idade P76-82 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus, RDC=rafe dorsal

caudal, RP=rafe pontina. *Significa diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).
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LISTA DE TABELAS DO CAPITULO 1

Tabela 1. Analises de sono-vigilia de ratos controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina
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1uM) sobre as oscilagdes de corrente em células do LC e 15 e 35 minutos apos lavagem do banho

e novamente microinje¢ao de 5-HT.
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ABREVIACOES
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APV — Antagonista de receptor NMDA
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ISRS — Inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina
KF — Kolliker Fuse
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mCPBG — Agonista de receptor 5-HT3;
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PaO, — Pressdo parcial de oxigénio arterial

Pg - Pressdo barométrica.
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INTRODUCAO

Desenvolvimento do Sistema Respiratorio

Os movimentos respiratorios sdo inicialmente episddicos na vida intrauterina e
apos 0 nascimento tornam-se continuos, com exce¢ao de breves pausas, continuam sem
intervalos (Feldman et al., 2003). Os componentes muscular ¢ neuronal do sistema
respiratorio devem estar bem desenvolvidos e funcionais ao nascimento, possibilitando a
geragdo de um ritmo que permita as trocas gasosas com alta complacéncia da parede
toraxica e integrando a degluticdo e outros comportamentos relacionados a respira¢do
(Greer et al., 20006). Esses circuitos devem estar estaveis e responsivos aos desafios que
afetam as concentragdes de Oz e CO», e pH no organismo, como exercicio, sono ¢ hipoxia.
A circuitaria neural respiratoria deve estar bem coordenada com outros movimentos que
geram fluxo de ar, como por exemplo, a fala, e reflexos das vias aéreas como tossir ou
espirrar, como também durante a locomog@o. Da mesma forma, alteragdes em longo prazo
que possam ocorrer no organismo (ganho ou perda de peso, gravidez ou doenga)
demandam ajustes respiratorios para acomodar mudangas fisicas associadas (Feldman et

al., 2003).

Em ratos, a ritmogénese respiratoria manifesta-se no dia embrionario (E) 16,5-17.
Esses dados foram obtidos a partir de estudos utilizando registros eletrofisiologicos in
vitro na preparacgao tronco encefalico-medula espinhal isolado de feto de rato (Greer et
al., 1992; DiPasquale et al, 1992). Adicionalmente, registros ultrassdnicos de
movimentos respiratorios episodicos fetais in utero de ratas gravidas anestesiadas (Jansen
& Chernick, 1991; Kobayashi et al., 2001) e registros eletrofisiologicos dos neurénios do
Complexo Pré-Botzinger (pré-BotC) em fatias do bulbo de fetos de ratos (Pagliardini et

al., 2003) confirmaram este dado. A regido do sistema nervoso central (SNC) que
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compreende o pré-BotC estd localizada na superficie ventral do bulbo e é necessaria e
suficiente para geragdo do ritmo respiratorio in vitro (Smith et al., 1991; Rekling &
Feldman, 1998; Feldman et al., 2003). A funcdo desta regido na ritmogénese respiratoria
em neonatos e adultos é extensamente aceita (Richter & Spyer, 2001; Feldman et al. 2003;
Ezure, 2004; Duffin, 2004; Ramirez et al. 2004; Del Negro et al. 2005), embora
contribui¢cdes especificas dos mecanismos intrinsecos de disparo do pré-BotC e das
interagdes da rede inibitoria entre os neurénios do pré-BotC e BotC para o ritmo
respiratorio e para a geracdo do padrdo respiratorio ainda estdo sendo investigadas
(Marchenko et al., 2016).

Outras areas da superficie ventral do bulbo também participam da formacgdo do
ritmo respiratorio, incluindo a por¢do anterior do grupo respiratério ventral (GRV)
abrangendo o nucleo retrotrapezoide (RTN) e o grupo respiratorio parafacial (GRP) e o
B6tC (Alheid & McCrimmon, 2008). Ap6s o nascimento, o grupo parafacial presente no
embrido forma o RTN. Esse grupamento apresenta neurdnios glutamatérgicos que
expressam o fator de transcri¢do Phox2b e detectam alteragdes de CO2/pH. O RTN recebe
projecoes dos quimiorreceptores dos corpos carotideos ¢ dos receptores de estiramento
pulmonar controlando a rede respiratéria (Stornetta et al., 2006; Moreira et al., 2007;
Guyenet et al., 2009; Guyenet & Mulkey, 2010).

A informagdo sensorial dos quimiorreceptores centrais sensiveis a COy/pH ¢é
fundamental para o controle da respiragdo, os quais afetam a gerag¢ao do ritmo respiratorio
¢ a modulacdo do seu padrdo para proteger o encéfalo das alteragdes no CO2 e no pH. Em
relacdo as respostas ao CO», os quimiorreceptores sensiveis a CO»/pH podem ser
classificados como periféricos (localizados bilateralmente na bifurcacdo das artérias
cardtidas e nos corpos adrticos) e centrais (localizados no SNC). Os quimiorreceptores

centrais apresentam papel predominante na resposta ventilatoria ao CO2 comparados aos
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quimiorreceptores periféricos. Estudos indicam que os corpos carotideos sdo responsaveis
por cerca de 30% da resposta ventilatoria a hipercapnia sistémica (Dempsey & Forster,
1982; Pan et al,1998; Forster et al, 2008), sendo o restante realizado pelos
quimiorreceptores centrais (Forster & Smith, 2010). Os mecanismos de detec¢dao do CO2
ja sao bastante ativos no inicio do desenvolvimento e coordenam os movimentos
respiratorios fetais, que sdo essenciais para manutengdo do volume pulmonar fetal e
desenvolvimento e preparagdo para a respiragdo continua (Darnall et al., 2010). A
localizacdo exata dos quimiorreceptores centrais ativos no feto ainda ndo ¢ conhecida,
mas alguns estudos sugerem a regido parafacial (Onimaru et al., 2008), precursora do
ntcleo retrotrapezodide; os neurdnios serotoninérgicos da rafe (Richerson, 2004) e os
neuronios noradrenérgicos do Locus coeruleus (Rittuci et al., 2005; Nichols et al., 2008,
Gargaglioni et al., 2010) como quimiorreceptores para CO»/pH.

Em relacdo a queda na pressdo parcial de oxigénio arterial (PaO), o organismo
quando exposto a hipoxia apresenta aumento da ventilagdo pulmonar mediado pelos
quimiorreceptores periféricos. A informagdo dos quimiorreceptores ¢ levada ao tronco
encefalico (principalmente nucleos respiratorios bulbares), onde ocorre a integragdo das
aferéncias com neurdnios de areas especificas do bulbo, essas regidoes fazem parte do
processamento deste sinal e da modulacdo da resposta (Nattie & Li, 2006; Takakura et
al., 2006), resultando em aumento da ventilagdo (Gonzalez et al., 1995). No momento do
nascimento, os quimiorreceptores periféricos sdo relativamente insensiveis a hipoxia e
comecam a apresentar sensibilidade normal a esse estimulo nos primeiros dias ou
semanas pos-nascimento. O sinal que inicia o processo de maturagdo ndo estd bem
definido, mas parece estar relacionado ao aumento na PaO», que ocorre no momento do

nascimento (Darnall, 2013).

Serotonina e Ventilacdo
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A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) ¢ uma monoamina amplamente
distribuida no encéfalo que foi identificada como efetora em diversos tipos de musculo
liso e, posteriormente, como agente que intensifica a agregacdo plaquetaria e como
neurotransmissor no SNC (Hoyer et al., 1994). Varios estudos tém revelado a distribui¢do
anatomica dos neurdnios que sintetizam 5-HT e t€ém mostrado a sua organizagao peculiar,
um numero relativamente limitado de células, confinadas no tronco encefalico e
particularmente concentradas nos nucleos da rafe onde originam axdénios extremamente
ramificados que atingem regides em quase todo o encéfalo (Steinbusch, 1981).

Os neurodnios serotoninérgicos estdo sinapticamente conectados com os geradores
do ritmo respiratorio (Zanella et al., 2008) e modulam a atividade destes durante o
desenvolvimento (Di Pasquale ef al., 1994; Bonham, 1995; Hilaire et al., 1997; Hilaire &
Duron, 1999; Pefia & Ramirez, 2002; Hodges & Richerson, 2008). Adicionalmente, os
neurdnios serotoninérgicos modulam a excitabilidade dos motoneuronios respiratorios
(Hilaire & Duron, 1999), dos reflexos das vias aéreas (Haxhiu et al., 1998), participam
da resposta ventilatoria a hipoxia e hipercapnia (Bonham, 1995; Gargaglioni et al., 2003;
Taylor et al., 2005; Penatti et al., 2006; Tryba et al., 2006, da Silva et al., 2011), da
facilitacdo em longo prazo do frénico (Fuller et al., 2001; Baker-Herman & Mitchell,
2002) e sdo intrinsicamente quimiossensiveis ao CO2/pH in vitro (Richerson, 2004;
Richerson et al., 2005; Hodges & Richerson, 2008) e in vivo (Corcoran et al., 2009;
Kinney et al., 2009; Hodges et al., 2010). A serotonina age em diversos subtipos de
receptores (principalmente 5-HT 14, 5-HT1s € 5-HT24) atuando de forma excitatoria para
manter a atividade respiratoria durante a vigilia (Richerson, 2004; Hodges & Richerson,
2008)

E bem estabelecido que a 5-HT tem um papel critico como um fator de crescimento

na divisdo celular, migracao e diferenciacdo encefalica (Lauder, 1990; Sodhi & Sanders-
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Bush, 2004). Os neuronios serotoninérgicos aparecem em E12, formando um aglomerado
rostral de células caudal a flexura mesencefalica (Aitken & Tork, 1988; Tork, 1990;
Jacobs & Azmitia, 1992). Um agrupamento bulbar mais caudal destas células aparece no
E14. Durante o intervalo de E14 para E16, quando a primeira atividade respiratoria ¢
registrada (Di Pasquale et al, 1992), os neurdnios serotoninérgicos apresentam um
crescimento progressivo no corpo celular e nas fibras, e suas projecdes para regides
caudais do tronco encefalico ¢ iniciada. Em E18-E20, a atividade respiratoria fetal
desenvolve um padrdo de atividade que é semelhante a de recém-nascidos (Greer et
al.,1992; Smith et al, 1990), que se estabiliza em E20 (Di Pasquale ef al, 1992; Onimaru
& Homma, 2002). Contudo, nas trés primeiras semanas ap0s o nascimento, a
imunorreatividade para triptofano hidroxilase (TPH), enzima que catalisa a formagao de
5-HT, e do transportador de serotonina (SERT ou 5-HTT), em nucleos do tronco
encefalico envolvidos com controle respiratorio, ndo € linear (Liu & Wong-Riley, 2010).
Os autores demonstraram que durante a primeira semana pds-nascimento (P1-P11) as
concentragcdes de TPH e SERT sao altas, contudo, 12 dias ap6s o nascimento (P-12), as
concentragdes destas substancias caem abruptamente e permanecem baixas até P21.
Alguns estudos tém mostrado que a 5-HT ¢ um importante modulador do ritmo
respiratorio (Bonham, 1995; Veasey, 2003), sendo que os receptores serotoninérgicos 5-
HTia e 5-HT2a sdo encontrados nos neurdnios respiratorios e tem participacdo
fundamental neste processo, além de estarem relacionados com a resposta ventilatoria a
hipoxia e a hipercapnia (Taylor et al., 2005; Gargaglioni et al., 2006; Nucci et al., 2008;
de Souza-Moreno et al, 2010). Os neurdénios serotoninérgicos sdo necessarios para o
ritmo respiratorio normal durante o inicio do desenvolvimento em preparagdes in vivo
(Hodges et al., 2009), sendo que a falta desses neuroénios em camundongos neonatos

promove apneia severa e frequente, hipoventilagdo e excesso de mortalidade na fase em
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que as anormalidades respiratorias sdo mais comuns (<P4). De acordo com Richter ef al.
(1999), a 5-HT tem um papel critico em proteger os neurdOnios respiratorios contra a
neurotoxicidade que pode ser causada pela excessiva liberagdo de glutamato e o influxo
toxico de calcio nos neurdnios durante a hipoxia. Estudos tém demonstrado que neurénios
serotoninérgicos da rafe sdo sensiveis ao CO2/pH e que a 5-HT participa das respostas
compensatorias ao CO; (Nattie et al., 2004).

Entretanto, o excesso deste neurotransmissor pode promover efeitos genéticos
adversos durante o desenvolvimento, por exemplo, ratos mutantes que possuem excesso
de 5-HT no encéfalo devido a alteragcdes genéticas, apresentam maturagdo alterada nos

neuronios respiratorios bulbares (Bou-Flores et al., 2000).

Exposicdo fetal aos inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRSs)

Inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS) inibem o transportador de
serotonina (5-HTT ou SERT), o qual ¢ codificado pelo gene SLC6A4. O SERT esta
localizado na membrana plasmatica dos neurdénios serotoninérgicos, e ¢ responsavel pela
alta eficiéncia na recaptagdo de 5-HT, portanto a atuacdo dos ISRSs no SERT resulta em
aumento das concentracdes extracelulares de 5-HT.

A gravidez ¢ um dos periodos de maior risco para depressdo, ha um nimero
substancial de mulheres que tomam ISRS durante esta fase (entre 7,4 a 14%; Bennett et
al, 2004; Oberlander et al, 2006). Desta forma, os ISRSs atingem o feto via placenta
(Rampono et al., 2004) e desse modo podem interferir no desenvolvimento fetal, além de
serem encontrados no leite materno interferindo assim no recém-nascido (Kristensen et
al., 1999; Noorlander et al., 2008; Kim et al., 2006).

Ha evidéncias de que a exposi¢do prenatal a ISRS aumenta a probabilidade de

aparecimento de sintomas relacionados a disturbios do espectro autista nos descendentes
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(Croen et al., 2011; El Marroun et al., 2014; Kinast et al., 2013). Os efeitos mais relatados
em criangas que foram expostas a ISRS incluem choro constante, irritabilidade,
nervosismo e/ou irritagdo, tremor, febre, hipertonia ou rigidez, dificuldade respiratoria e
para se alimentar, distarbios do sono, hipoglicemia e convulsdes (Hudak et al., 2012).
Além disso, a utilizacdo dos ISRSs na fase final da gestacdo aumenta a taxa de
nascimentos prematuros ¢ também estd relacionada a perda de peso corporal materno
(Chambers et al., 1996), além de poder ser um fator de risco para a hipertensao pulmonar
persistente em recém-nascidos (Chambers et al, 2006). Também conhecida como
circulagdo fetal persistente, esta disfungao caracteriza-se pela incapacidade da vasculatura
pulmonar em diminuir a resisténcia ao nascimento e o ducto arterial permanecer aberto
para garantir a circulacdo. Essa alteracdo resulta em dificuldade respiratoria para o
neonato, hipoxia e geralmente leva a intubacdo. A taxa de mortalidade é em torno de 10-
20% e também pode resultar em estado moérbido (Walsh-Sukys ez al., 2000). E uma
doencga com risco de morte que ocorre em até 2 de 1000 nascimentos e em sua maioria
nascidos a termo ou pos termo (Farrow et al., 2005; Steinhorn, 2010). Os riscos absolutos
de um recém-nascido exposto aos ISRSs através da mae em desenvolver essa hipertensao
¢ de 3 em 1000 neonatos expostos. Contudo, os riscos em associagdo com o tratamento
na fase final da gestagdo parecem aumentar mais do que o dobro (Kieler et al., 2012).
Estudo de Rurak et al. (2011) demostrou que o uso de ISRSs durante a gestacdo em
mulheres aumentou a concentragdo de hemoglobina e o hematocrito dos fetos, sugerindo
uma possivel hipoxia fetal. Alguns estudos demonstraram também que o uso de ISRSs
no final da gestagdo pode causar alteragdo na atividade elétrica cardiaca, promovendo um
prolongamento do intervalo QT no eletrocardiograma (Lund et al., 2009; Dubnov-Raz et

al., 2010).
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Uma anomalia relacionada ao sistema serotoninérgico ¢ a sindrome Prader-Willi,
que ¢ uma doenca rara com sintomas complexos que incluem apnéias durante o sono e
uma atenuagdo da resposta ventilatoria a CO2/pH. Camundongos transgénicos como
modelo desta sindrome apresentam concentragcdes anormalmente aumentadas de 5-HT no
bulbo ao nascimento ¢ uma redug@o na resposta ventilatoria a CO2/pH (Zanella et al.,
2008). Adicionalmente, uma alteragdo no sistema serotoninérgico ¢ uma resposta
ventilatoria menor ao COz/pH e/ou hipoxia durante o sono podem contribuir para a
ocorréncia da sindrome da morte stibita em neonatos (SIDS), a causa principal de morte
em criancas em alguns paises (Paterson et al., 2006; Kinney et al., 2009; Paterson ef al.,
2009; Hilaire et al., 2010; Duncan et al., 2010).

A resposta ventilatoria ao CO» pode variar entre os diferentes estados de sono e
vigilia devido a atividade diferencial dos neurénios da rafe bulbar durante o ciclo sono-
vigilia (Taylor et a/ 2004). Em ratos ndo anestesiados, Taylor et al. (2004) demonstraram
que dialise reversa (durante 15 dias) de fluoxetina (inibidor seletivo de recaptagdo de
serotonina) nos nucleos da rafe bulbar aumentou a resposta ventilatoria a hipercapnia (7%
CO3») durante a vigilia no repouso ¢ o sono NREM. Ja a administragdo sistémica de
fluoxetina ndo alterou a resposta ventilatoria a hipercapnia em ambos os estados.

Experimentos realizados com fetos de ratos demonstraram que, quando expostos a
fluoxetina (administrada na mae) entre E12 e E21, exibiram uma ocupag¢do do SERT pelo
inibidor em mais de 80% no tecido encefalico dos animais em E21 (Capello et al., 2011).
Tal ocupagdo ¢ equivalente ao que ocorre em ratas gravidas em tratamento com
fluoxetina. Vale enfatizar que a magnitude da ocupacdo do SERT ¢ essencialmente
equivalente entre maes e fetos. Mesmo ap6s o nascimento do filhote (dia pds-natal 4),
quando a mae ja nao recebeu fluoxetina, pode-se observar uma alta ocupagdo do SERT

(41 — 92% de ocupagdo; Capello et al, 2011). Além disso, a exposicdo a fluoxetina
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através do leite materno também pode ocorrer, porém em indices bem menores e nao
houve deteccdo minima da concentracdo da droga no soro de filhotes durante a
amamentacgao (Capello et al., 2011).

Pavone et al. (2009), utilizando ratos “knockout” para o SERT como modelo da
sindrome da morte stbita infantil, sugeriram uma ligacdo entre a neurotransmissao
serotoninérgica e o desenvolvimento cardiaco. Os animais “knockout” para SERT,
modelo que mimetiza de certa forma o uso de ISRSs, desenvolveram fibrose cardiaca e
75% deles apresentaram a sindrome da morte stbita infantil na primeira semana de vida.
Outros estudos utilizando camundongos “knockout” para o SERT também observaram
anormalidades neuroanatomicas (Salichon et al., 2001), bem como dificuldades
respiratorias e resposta reduzida ao COz (Penatti et al., 2011). Adicionalmente,
camundongos mutantes MAO-A, com altas concentragdes de 5-HT no encéfalo, ndo
elaboram um comando respiratorio estavel ao nascimento (Bou-Flores et al., 2000) e os
camundongos adultos sdo menos sensiveis a hipoxia e a inflagdo pulmonar (Burnet et al.,
2001), demonstrando a importancia da 5-HT na maturagdo durante o inicio do
desenvolvimento bem como na fase adulta.

De forma interessante, Bravo et al (2016) observaram uma resposta ventilatoria
reduzida a hipercapnia em animais P8 a P40 apds terem sido expostos a fluoxetina do dia
E5 até P11, sendo que na idade P8 este efeito pode estar correlacionado com uma
diminui¢@o da ativagdo de nicleos quimiossensiveis como rafe dorsal e nticleo do trato
solitario (NTS).

Apesar de todas as evidéncias apontadas acima, ¢ preciso destacar que ainda sdo
escassos os estudos que abordem os efeitos em curto, médio e longo prazos (fases
neonatal, jovem e adulta, respectivamente) de alteracdes das concentragdes de serotonina

na fase de desenvolvimento da rede respiratoria, fase prenatal. Tal abordagem ¢
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necessaria para avaliar se existem adaptacdes e/ou plasticidade neural acarretando em
mudangas no padrio respiratorio, nas respostas respiratorias as alteragdes de gases (CO»

e O2) no ambiente e no ciclo sono/vigilia.

Locus coeruleus (LC) e serotonina

E bem estabelecido que os sistemas serotoninérgico e noradrenérgico estdo
envolvidos na modulacdo da ritmogénese respiratoria, como também desempenham um
papel importante na morfogénese do encéfalo, direcionando o desenvolvimento de varios
sistemas neuronais (Richerson, 2004; Richerson et al., 2005; Hodges & Richerson, 2008).
Alguns estudos demonstraram que a exposi¢do a inibidores de recaptagdo de serotonina
ndo s6 aumenta a liberagdo de 5-HT dos neurdnios da rafe como também diminui a
ativacdo dos neurdnios noradrenérgicos do Locus coeruleus (NE-LC) (Nestler et al.,
1990; Szabo et al., 1999; West et al., 2009). O Locus coeruleus (LC) ¢ um nucleo bilateral
localizado na ponte que possui o maior conjunto de corpos celulares noradrenérgicos
(grupo celular A6) do SNC. E composto por um pequeno nimero de neurdnios:
aproximadamente 1.500 por nucleo em ratos, alguns milhares em macacos e 10.000 a
15.000 em humanos (Berridge & Waterhouse, 2003). E estimado que aproximadamente
50% de todas as projecdes noradrenérgicas do SNC originam no LC. (Aston-Jones et al.,
1995; Berridge & Waterhouse, 2003). Esta estrutura esta associada a um grande ntimero
de processos fisioldégicos e comportamentais, entre eles, ciclo sono-vigilia, ingestio
alimentar, controle respiratério ¢ cardiovascular, nocicepgdo, termorregulagdo e
aprendizagem (Hobson ef al., 1975; Aston-Jones, 1985; Oyamada et al., 1998; Fabris et
al., 2000; Almeida et al., 2004; Biancardi et al., 2008, 2014; De Souza Moreno et al.,

2010; De Carvalho et al., 2010, 2014).
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Segundo Haddjeri et al (1997), a 5-HT modula a freqiiéncia de disparos dos
neuronios noradrenérgicos do LC, sendo que a aplicagdo do farmaco WAY-100635
(antagonista seletivo de receptores 5-HTia) suprime os disparos dos neurdnios
noradrenérgicos (Szabo & Blier, 2001). Estudo de nosso laboratério demonstrou que a
microinjecdo de WAY-100635 no LC promove atenuacdo da resposta ventilatoria a
hipercapnia (de Souza-Moreno ef al., 2010), o que deve estar relacionado a reducdo da
liberacdo de noradrenalina, j4 que os neurdnios noradrenérgicos do LC exercem
modulagdo excitatoria na hiperpnéia induzida por CO; (Biancardi ef al., 2008).

Em adicdo as suas tradicionais fun¢des em adultos, a 5-HT e a NE sdo também
conhecidas por desempenharem fungdes criticas para o neurodesenvolvimento (Gaspar et
al., 2003; Sanders et al., 2005). Existe um dimorfismo sexual em relacdo as concentragdes
destes neurotransmissores, principalmente no inicio do desenvolvimento destacando um
pico mais pronunciado de 5-HT em machos em relacdo a fémeas por volta do dia pos-
natal 3 (Connell ef al., 2004). Um desenvolvimento alterado de monoaminas pode ser
crucial na etiologia das diferencas sexuais para o aparecimento de disturbios de saude
mental (Cornell et al., 2004).

Uma exposi¢a@o a antidepressivos no inicio do desenvolvimento de ratos resulta em
alteragdes comportamentais que se mantem em longo prazo, além de reducdo na
expressdo de triptofano hidroxilase, enzima que sintetiza 5-HT, nos nucleos da rafe e
também redugdo do SERT em suas fibras eferentes corticais (Mirmiran et al., 1981;
Maciag et al., 2006; Oberlander et al., 2009; Iiiguez et al, 2010; Weaver et al., 2010;
Rodriguez-Porcel et al., 2011). Em estudo com ratos adolescentes (dia pos natal 45 —
PN45) expostos a ISRS, West et a/ (2010) demonstraram que um breve tratamento (2 ou
4 dias) aumentou a atividade neuronal do LC, sugerindo um efeito oposto comparado com

o tratamento em adultos (de Souza-Moreno et al., 2010). Nesse contexto, Darling et a/
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(2011) demonstraram que uma breve exposicdo de neonatos ao citalopram (ISRS)
promoveu alteracdes em longo prazo no sistema NE-LC, incluindo a hiperexcitabilidade
de neurdnios do LC e um aumento da expressdo de tirosina-hidroxilase (TH) na regido
do LC, como também em suas projegdes neocorticais.

O LC apresenta um papel importante na modulagdo da atividade de varios
circuitos neuronais durante o desenvolvimento. O sistema monoaminérgico do LC ¢ o
primeiro a se desenvolver, na formagdo do embrido, com a detec¢do de enzimas de sintese
de catecolaminas entre os dias embrionarios (E) 10 e 13 (Lauder & Bloom, 1974; Specht
et al. 1981). Os axonios do LC no cortex adulto compreendem 1% dos terminais, ja as
fibras do LC em desenvolvimento compreendem mais de 50% das sinapses em algumas
regides corticais, uma inervacdo considerada substancial por Coyle & Molliver (1977).

Patologias como a sindrome da morte stbita em neonatos (SIDS) e a sindrome
congeénita de hipoventilacdo central (CCHS) estdo ligadas as anormalidades do sistema
noradrenérgico, sendo que em 15,2% dos casos de SIDS, os neurdnios noradrenérgicos
sdo anormais de acordo com Weese-Mayer et al. (2004). O sistema serotoninérgico
também tem sido implicado na ocorréncia de SIDS. Varias alteragdes foram descritas,
como por exemplo, a reducdo da ligacdo do transportador de serotonina (SERT) por
neur6onio, a reducdo da ligagdo em receptor 5-HT1a, 0 aumento do nlimero de neurdénios
5-HT imaturos e a redugdo tecidual das concentragdes de 5-HT e triptofano hidroxilase
(TPH) (Duncan et al., 2010). Desta forma, a SIDS também pode ser vista como uma
sindrome da deficiéncia de serotonina.

O LC recebe densa inervagao dos nucleos serotoninérgicos e também projeta para
os mesmos (Pickel et al., 1977; Pasquier ef al., 1977; Cedarbaum & Aghajanian, 1978;
Morgane and Jacobs, 1979; Baraban & Aghajanian, 1981; Imai et al, 1986; Vertes &

Kocsis, 1994; Luppi et al., 1995; Peyron et al., 1996; Berridge & Waterhouse, 2003; Kim
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et al., 2004), incluindo o nucleo dorsal da rafe (Pudovkina ef al., 2001) ¢ os neurdnios 5-
HT pericoerulear (Aston-Jones et al., 1991a; Kaehler et al., 1999; Kim et al., 2004). Estas
projecdes sdo importantes para o controle do ciclo sono-vigilia, cognicao, depressdo, dor
e ansiedade (Redmond & Huang, 1979; Segal, 1979; Charney & Redmond, 1983; Uhde
et al., 1984; Mokha et al., 1985; Meltzer & Lowy, 1987; Kim et al., 2004). A regido do
LC também expressa os transportadores de recaptagdo de 5-HT (SERT) (Hrdina et al.,
1990). Estimulacdo dos neurdnios serotoninérgicos causa redugdo da atividade dos
neurénios noradrenérgicos do LC (Segal, 1979) e 5-HT aplicada localmente atenua as
respostas excitatorias deste nucleo a estimulos sensoriais, neuroquimicos e elétricos
(Aston-Jones et al, 1991; Bobker & Williams, 1989). Além disso, o bloqueio da
recaptagdo de 5-HT no LC promove liberagcdo de noradrenalina, reduzindo assim a sua
atividade neuronal (Mateo et al., 2000).

Os efeitos da 5-HT sao mediados por 14 receptores divididos em 7 familias, sendo
nomeados de 1 a 7. Todos os receptores serotoninérgicos sdo acoplados a proteina G,
com exce¢do o 5-HT; ligado a canal i6nico. Os receptores abordados no presente estudo
foram: 5-HT1 (A, B, C e D) sdo negativamente acoplados a adenilato ciclase e apresentam
a maior afinidade pela serotonina; 5-HT> (A, B e C) ativam a cascata da fosfolipase C e
5-HTj; (A e B, e em humanos também apresentam: C, D e E) (para revisdo Darmon et al.,
2015). De acordo com Monti (2011), a atuag@o nos receptores 5-HT produzem respostas
excitatorias exceto o 5-HT e 5-HTs.

O envolvimento de subtipos de receptores especificos de 5-HT na atividade dos
neuronios do LC ainda ¢é controverso. Szabo & Blier (2001) sugeriram possiveis
mecanismos indiretos no qual a 5-HT inibe liberagdo de glutamato via receptores 5-HTa
e potencializa liberacdo de GABA via receptores 5-HT2a (representados na figura 1). Ja

a localizagdo e os efeitos de receptores 5-HT1 23 pos-sinapticos ainda ndo estdo claros.
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Ortega et al. (2012) demonstraram que uma administracdo local de agonista de receptor
5-HT3 aumentou as concentragdes de NE no LC e diminuiu nas areas de projecdo como
o PFC. Os agonistas de receptores 5-HT3 também reduziram a taxa de disparo dos
neurdnios do LC.

Contudo, a maior parte das pesquisas envolvendo os receptores de 5-HT utilizou
registros extracelulares da regido do LC em ratos jovens e adultos. Até o presente
momento, ndo ha estudos que demonstrem a modulagdo da neurotransmissao

serotoninérgica no LC em ratos recém-nascidos.

5-HT

Neuronio do LC

Figura 1. Representagdo da neurotransmissdo serotoninérgica no LC sugerida através de
experimentos com registro extracelular em ratos jovens e adultos (baseado nos estudos de Szabo
& Blier, 2001; Gorea & Adiren, 1988; Singewald & Philippu, 1998; Kachler et al., 1999;
Pudovkina et al., 2002; Ortega et al., 2012; Fernandez-Pastor ef al., 2013).
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Baseado no que foi exposto acima, o capitulo 1 teve como objetivo avaliar possiveis
efeitos em curto, médio e longo prazos no sistema de controle respiratorio em ratos e ratas
expostos a ISRSs durante uma fase critica do desenvolvimento, a fase prenatal.
Adicionalmente monitorar o ciclo sono-vigilia em ratos e ratas adultos, cujas maes foram
expostas a fluoxetina durante a gravidez. Foram avaliadas altera¢cdes no sistema
serotoninérgico e catecolaminérgico em PO0-2, P6-8, P12-14, P24026 ¢ P76-82, em
algumas areas do tronco encefalico envolvidas com o controle respiratério, por meio da
imunoistoquimica para 5-HT e TH.

Adicionalmente, para entender os possiveis mecanismos envolvidos na atuacao
dos ISRS no LC, primeiramente € preciso entender como a 5-HT modula os neurénios do
LC em condig¢des basais, principalmente nesta fase inicial do desenvolvimento. Com base
nas evidéncias demonstradas acima, o capitulo 2 teve como objetivo descrever como a 5-
HT afeta a excitabilidade de neurénios do LC no inicio do desenvolvimento, em ratos
recém-nascidos (P0-4) utilizando uma abordagem mais especifica de registro intracelular

(“whole cell patch clamp”).
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CAPITULO 1



RESUMO

A serotonina (5-HT) € um neurotransmissor envolvido no desenvolvimento de
varios sistemas neuronais, sendo um importante modulador da ritmogénese respiratoria
via ativacdo em diversos receptores nos neurdnios respiratorios. Os inibidores seletivos
de recaptacdo de serotonina (ISRSs), como a fluoxetina, agem como antidepressivos e
geralmente sdo prescritos na terapia da depressao, incluindo as mulheres gravidas. Este
estudo investigou os efeitos de uma exposi¢do prenatal [dia embrionario (E) 15-21] a
fluoxetina nas respostas ventilatorias e metabolicas a hipercapnia (7% COz) e hipoxia
(10% 0O2) em ratos e ratas durante o desenvolvimento pds-natal (P0-82). Para isso,
bombas osmoticas foram implantadas subcutaneamente em ratas gravidas em E15 e

forneceram veiculo (CTRL) ou fluoxetina (ISRS, 10 mg/Kg/dia) durante 7 dias. A
frequéncia respiratoria (fR), o volume corrente (Vr), a ventilagio ( Ve ), o consumo de O>
(VO,) e o equivalente respiratorio (VE/VO2) dessas ninhadas foram analisados. Em

ratos PO-2, o grupo ISRS apresentou um Vr menor e uma fR maior em ar ambiente. J& as
fémeas do grupo ISRS apresentaram um V1 menor em normocapnia normoxica € um
aumento da hiperventilagdo induzida por hipercapnia. Na idade P6-8, machos ISRS
apresentaram uma fR maior durante a hip6xia juntamente com uma queda de 37,9% no
numero de neurdnios que expressam 5-HT na rafe dorsal caudal (RDC), as fémeas ISRS
por sua vez, apresentaram uma fR atenuada em hipoxia em 6%. Nenhuma diferenca das
variaveis respiratorias entre grupos foi observada em machos da idade P12-14, porém
houve um aumento de 84,7% no nimero de neurdnios que expressam 5-HT na rafe dorsal

(RD). As ratas ISRS P12-14 apresentaram uma resposta ventilatoria atenuada a
hipercapnia. Na idade P24-26, os ratos ISRS demonstraram uma VE menor em ar
ambiente, uma maior resposta ventilatoria a hipercapnia e a hipoxia, juntamente com um
aumento de 56% no nimero de neurdénios que expressam 5-HT na rafe obscurus (ROB)
¢ uma maior densidade na expressdo de tirosina hidroxilase (TH) na regido do Locus
coeruleus (LC) (16% de aumento). As fémeas ISRS exibiram um menor Ve /VO, devido
a um maior VO, em normocapnia normoxica e uma maior hiperventilagao induzida por
hipercapnia. Nos ratos P76-82, o grupo ISRS hipoventilou em condi¢des de ar ambiente
durante vigilia e sono NREM e apresentou um maior aumento no Vr induzido por hipoxia

durante a vigilia. Estes animais apresentaram um maior niimero de neurdnios que
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expressam 5-HT na ROB, RPA e um aumento do numero de neurénios que expressam
TH na regido AS e na regido rostral do LC. Finalmente, as fémeas ISRS da idade P76-82
apresentaram uma maior fR em condi¢des de ar ambiente durante a vigilia e o sono
NREM, uma resposta ventilatoria a hipercapnia atenuada em devido a atenuacdo da fR
durante o sono NREM; e uma resposta ventilatoria a hipoxia atenuada durante a vigilia.
Adicionalmente, estes animais apresentaram uma reducdo do nimero de neurdnios que
expressam 5-HT na RD. Estes resultados, em conjunto, sugerem que uma exposicao a
ISRS durante o periodo prenatal altera o desenvolvimento da rede respiratéria do tronco
encefalico e promove efeitos em longo prazo e sexo especificos na respira¢do basal como
em condigdes de desafios respiratdrios, demonstrando que a quimiorrecepgao central e/ou

periférica pode estar alterada nestes animais.

Palavras-chave: desenvolvimento, fluoxetina, ISRS, hipercapnia, hipoxia, serotonina
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ABSTRACT

Serotonin (5-HT) is a neurotransmitter involved in nervous system development,
being an important modulator of respiratory rhythm via activation of diverse receptors on
respiratory neurons. Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) such as fluoxetine
act as antidepressants and are generally prescribed in depression therapy, including to
pregnant women. This study investigated the effects of prenatal (E15-21) exposure to
fluoxetine on the ventilatory and metabolic responses to 7% CO- (hypercapnia) and 10%
O2 (hypoxia) of male and female rats during postnatal development (P0-82). To this end,
osmotic pumps were implanted subcutaneously in pregnant female rats at embryonic day

(E) 15 and delivered vehicle (VEH) or fluoxetine (SSRI, 10 mg/Kg/day) during 7 days.

Respiratory frequency (fR), tidal volume (VT), ventilation (VE ), Oz consumption (VO,

) and air convection requirements (VE /VO, ratio) of pups from these litters were

studied. In P0O-2 male rats, the SSRI group showed a lower Vr and a higher fR in room
air conditions, whereas female rats of SSRI group showed a lower Vr in normocapnia
normoxica and a higher hyperventilation induced by hypercapnia. At P6-8, male SSRI
animals presented a higher fR during hypoxia together with a decrease in the number of
neurons that express 5-HT in the caudal dorsal raphe (RDC). P6-8 females from ISRS
group showed an attenuated fR during hypoxia. No differences were observed between
male rats in the VEH and ISRS groups at P12-14 although there was an increase in the

number of 5-HT neurons in the RD. SSRI females showed an attenuated hypercapnic

ventilatory response. At P24-26, male SSRI animals showed a lower VEin room air
conditions, a higher ventilatory response to hypercapnia and to hypoxia, together with an
increase in the number of 5-HT neurons in the ROB and a higher density of TH expression
in the LC area. P24-26 SSRI females displayed a lower VE/ VO, due to a higher VO,
in room air conditions and a higher hyperventilation induced by hypercapnia. In P76-82
male rats, the SSRI group hypoventilated in room air conditions during both wakefulness
and NREM sleep and showed a higher increase in Vr induced by hypoxia during
wakefulness. These animals showed a higher number of 5-HT neurons in the ROB, RPA
and an increase in the number of neurons that express TH in the AS and in the LC rostral
area. Finally, at P76-82, female SSRI rats showed a higher fR in room air conditions

during both wakefulness and NREM sleep, an attenuated hypercapnic ventilatory
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response due to an attenuation of fR during NREM sleep; and an attenuated hypoxic
ventilatory response during wakefulness. Also, these animals showed a decrease in the
number of 5-HT neurons in the RD. Taken together, these data indicate that SSRI
exposure during the prenatal period alters the development of the brainstem respiratory
network and results in long lasting and sex specific changes in breathing pattern and in
the ventilatory responses to respiratory challenges demonstrating that central and/or

peripheric chemoreception may be disrupted in these animals.

Keywords: development, fluoxetine, SSRI, hypercapnia, hypoxia, serotonin
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1. OBJETIVOS

O objetivo de nosso estudo foi verificar se a exposicdo prenatal a fluoxetina

alterou:

(1) as variaveis respiratorias e metabodlicas e as respostas respiratorias e
metabolicas induzidas por hipercapnia (7% COz) e hipdxia (10% O2) em ratos e ratas
recém-nascidos (P0-2; P6-8 e P12-14), juvenis recém-desmamados (P24-26) e adultos

(P76-82);

(2) a atividade eletrocorticografica dos ratos e ratas adultos (P76-82), analisando

os intervalos de sono e vigilia;

(3) o sistema serotoninérgico e catecolaminérgico em todas as idades mencionadas
acima, em algumas areas do tronco encefalico envolvidas com o controle respiratorio, por
meio da imunoistoquimica para serotonina (5-HT) nos nicleos da rafe bulbar (RMAG -
magnus, RPA — palidus e ROB — obscurus) ¢ da ponte (dorsal caudal- RDC e pontina -
RP) e por meio da imunoistoquimica para tirosina hidroxilase (TH) nas regides do bulbo:

C3, A1/C1 e A2/C2 e da ponte: A5, A6 e A7.

Nossa hipotese é que a exposi¢do prenatal a fluoxetina causa uma atenuagdo da
resposta ventilatoria a hipercapnia e a hipoxia em curto, médio e longo prazo em ambos
0s sexos por alteragdes neuroanatOmicas nas areas que participam do controle

respiratorio.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizadas ratas gravidas (primeira gerag@o) e seus filhotes Wistar entre o
1° e 82° dia de vida pds-natal (subdivididos em PO-2; P6-8 e P12-14, P24-26-juvenis, P76-
82-adultos). Todos os filhotes nasceram em nosso biotério e ficaram na mesma caixa com
a mae até o dia do desmame (21 dias apds o parto) e foram acondicionados a temperatura
controlada de 24 + 1°C. Os animais foram submetidos a um ciclo claro/escuro de 12/12h
e tiveram livre acesso a dgua e racdo. Os experimentos foram realizados entre as 8 e 17h.
A sexagem foi realizada no dia em que nasceram, e no dia de cada experimento foi
confirmado o sexo de cada animal.

Cada protocolo experimental foi realizado com filhotes de diferentes maes
(submetidas ao tratamento: controle ou ISRS, descrito no item 3.2), escolhidos
randomicamente, para permitir uma variabilidade entre os animais e para que pudesse ser
atribuida uma analise estatistica adequada, de acordo com Festing (2006).

Todos os protocolos experimentais foram desenvolvidos no laboratério de
Fisiologia Animal do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (FCAV/UNESP
Campus de Jaboticabal) e estdo de acordo com o Conselho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA-MTC) e foram aprovados pela Comissio de Etica no

Uso de Animais (CEUA) da FCAV-UNESP (Protocolo 02991/14).

2.2. Protocolo de tratamento com ISRS

As ratas gravidas foram randomicamente divididas em dois grupos: (i) as que
receberam veiculo (4gua Milli-Q e propilenoglicol 1:1) do 15° ao 21° dia de gestacao; (ii)

e as que receberam fluoxetina (Sigma Aldrich, EUA) na dose 10 mg/kg/dia, concentracdo
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molar diaria de 5,2 mM (baseado nos estudos de Alper, 1992; Lino-de-Oliveira et al.,
2001; Klomp et al., 2014). O veiculo ou a fluoxetina foi fornecido as ratas gravidas por
meio de bombas osmoticas (Alzet Osmotic Pumps, Cupertino, CA, EUA; modelo 2ML1;
10 uL por hora por 7 dias) implantadas subcutaneamente no dorso das ratas, na altura
escapular sob anestesia inalatoria com isoflurano 5% para indugéo ¢ 1% para manutencao
(Cristalia, Sao Paulo, Brasil). As bombas osméticas eliminam a necessidade de manuseio
frequente dos animais, o que pode causar estresse. Este sistema de liberacdo de drogas
assegura que as concentragdes constantes de compostos sejam mantidas em niveis
terapéuticos, evitando assim os efeitos secundarios potencialmente toxicos ou erréneos.
Sendo assim, os filhotes foram divididos em dois grupos: controle (CTRL) os quais a mae

recebeu o veiculo; e ISRS os quais a mée recebeu a fluoxetina.

2.3. Reflexos de mastigagdo e endireitamento

Os reflexos de mastigacdo e endireitamento foram investigados em ratos e ratas
recém-nascidos de ambos os grupos 5 horas apds o nascimento. O reflexo de mastigacdo
foi testado segurando o animal pelo dorso, exatamente como a mae o faz, e apresentando
a ele um pedacgo de polietileno P50 para estimular a mastigagdo. O numero de vezes por
minuto que o animal realizou o movimento de mastigagao por minuto foi contado. Para o
reflexo de endireitamento, os animais foram colocados em posi¢cdo supina em uma
superficie lisa, e 0 tempo (em segundos) necessario até eles se endireitarem para a posicao
prona foi medido (Kroeze et al., 2016). A aquisigdo do reflexo foi completa apds o animal
girar 180° em seu eixo longitudinal e colocar os quatro membros na superficie. O critério

de sucesso no endireitamento foi até 30 segundos (Horiquini BBarbosa et al., 2015).
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2.4. Determinacado da ventilacdo
2.4.1. Pletismografia de Pressdo

O sistema utilizado para os animais P0-2; P6-8 e P12-14 foi o sistema de
pletismografia de pressdo (Figura 1) previamente descrito (Mortola 1984, Cummings et
al. 2011, Mortola & Frappell 2013). O sistema consiste de uma camara onde o corpo fica
dentro (50 mL para PO-2 e P6-8 construida de uma seringa; 80 mL para P12-14 construida
de uma proveta) enquanto que a cabeca permanece em outra camara, separados por
pléstico filme de forma que as duas camaras estejam completamente vedadas. O fluxo de
ar ambiente ou da mistura hipercapnica (7% COz) ou hipdxica (10% O:) ocorreu através
da camara que continha a cabega do animal.

Durante as medidas o fluxo de ar ndo foi interrompido. O sinal de pressao registrado
durante a respiragdo (movimento da caixa tordxica do animal) foi diretamente
proporcional ao Vr e uma calibragdo (utilizando uma seringa graduada conectada a
camara) permitiu que o sinal de pressdo fosse calibrado para Vr em mL (0,2 mL de ar
para P0O-2 e P6-8; 0,4 mL de ar para P12-14) e os valores foram normalizados com a
massa corporal do animal. As oscilacdes de pressdo devido a respiracdo foram
monitoradas por um transdutor de diferencial de pressdo (TSD 160A, Biopac Systems,
Santa Barbara, CA). Os sinais foram coletados por um pré-amplificador, passando por
um conversor analogico-digital, digitalizados em um computador equipado com um
programa para aquisicao e analise de dados (MP100ACE, Biopac Systems). A frequéncia
de amostragem foi 200 amostras.s”'. Os resultados foram analisados utilizando o
programa de analise de dados LabChart (PowerLab System, ADInstruments®/ LabChart
Software, version 7.3, Sidnei, Australia).

As misturas gasosas: 7% CO2, 21% Oz em Nz balango e 10 % O> em N; balango

foram adquiridas da White Martins Gases Industriais Ltda (Osasco, SP).
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Figura 1. Esquema de um sistema de pletismografia de pressdo utilizado para neonatos de

Al
O

mamiferos (adaptado de Mortola & Frappel, 2013). P, pressdo; T, temperatura da cdmara; F, fluxo

de entrada; F-S, fluxo de saida.

A temperatura ambiente foi controlada utilizando uma incubadora (Premium
Ecologica — IP 70A) determinada para a realizagdo dos experimentos a 34°C para P0-2;
33°C para P6-8 ¢ 30°C para P12-14 de acordo com Julien et al. (2008), bem como
medigOes da temperatura ambiente (Ta) ao redor dos recém-nascidos enquanto estavam
com as maes nas caixas (Figura 2).

A Ta e a temperatura da pele (Tp) foram medidas pela obtencdo de imagens
termograficas (camera sensivel a infravermelho; Flir SC660, Suiga). A técnica da
termografia infravermelha detecta a radiagdo eletromagnética emitida por um corpo e
converte tal radiacdo em uma imagem colorida de acordo com a intensidade desta. Essa
técnica tem sido comumente usada na fisiologia termal para mensurar a temperatura da
pele em endotermos (Romanovsky et al., 2002; Tattersall & Milson, 2003; Almeida, et
al., 2006b; Scott et al., 2008) ¢ também em ectotermos (Tattersall et al., 2004). Baseado
nestes estudos, a emissividade assumida foi de 0,95 que ¢ o valor estimado para tecidos
biologicos. A Ta foi medida colocando um pedaco de fita isolante que apresenta a mesma
emissividade de tecidos biologicos (0,95) ao redor dos animais, e esperou-se alguns
minutos para que a temperatura da fita isolante ficasse estavel. Na figura 2, a Ta média
para P1 foi 32,5°C; para P7 foi 30,8°C e para P13 foi 30,1°C. Os experimentos foram
conduzidos a uma Ta um pouco acima dos registrados para P1 e P7 em virtude de estarem
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isolados na cAmara durante o experimento e essas medidas foram feitas ao redor do ninho,
provavelmente os animais ao centro do ninho estavam a uma Ta maior do que os animais
nas extremidades. J4 a Ta escolhida para os animais P12-14 foi exatamente a mesma da
Ta ao redor ninho em virtude de apresentarem uma camada isolante de pelos mais efetiva
que favorece a termorregulagdo comparando com as idades anteriores. As Tp médias dos
ratos nas idades P1, P7 e P13 foram 35,3+0,7°C; 35,1+0,1°C e 34,2+0,3°C

respectivamente.
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Figura 2. Imagens termograficas da temperatura ambiente (Ta) ao redor do ninho (indicada pela
seta preta) e da temperatura da pele (Tp) de ratos controle das idades P1, P7 e P13 (indicada pelos

retangulos e circulos sobre cada um dos animais).
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2.4.2. Pletismografia de Corpo Inteiro — Sistema Fechado

A ventilacdo nos animais jovens (P24-26) e adultos (P76-82) foi medida por
pletismografia de corpo inteiro em sistema fechado (Bartlett & Tenney, 1970). Durante a
realizacdo de cada medida de ventilagdo, o fluxo de ar foi interrompido e a cdmara do
animal permaneceu totalmente vedada por aproximadamente 2 minutos. As oscilagdes da
temperatura do ar da cdmara causadas pela respiracdo foram medidas como oscilagdes de
pressdo, pelo fato do volume de ar corrente inspirado ser aquecido da temperatura da
camara a Tc e saturado com vapor de agua, enquanto que o volume de ar corrente expirado
ser novamente esfriado até a temperatura da cémara. Sinais de um transdutor de
diferencial de pressdo, conectado a camara do animal foram coletados por um pré-
amplificador, passando por um conversor analdgico-digital, digitalizados em um
computador equipado com um programa para aquisicdo e analise de dados
(AcgKnowledge MP 100, BioPac Systems, Inc., Santa Barbara, CA, EUA). A calibracdo
do volume foi obtida durante cada experimento, injetando-se um volume conhecido de ar
dentro da camara do animal (para a idade P24-26: 0,6 mL em uma camara de 700 mL e
para a idade P76-82: 1 mL em uma cadmara de 5 L) com o uso de uma seringa graduada.
Duas variaveis respiratorias foram medidas, a freqiiéncia respiratéria (fR) e o volume
corrente (Vr), sendo o ultimo calculado por meio da formula de Drorbaugh & Fenn

(1955):

V1 =Vk x (P1/Px) x Tc x (P - Pc) / Tc x (P - Pc) — Ta x (PB — PR)

Vr1: Volume de ar corrente.

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

Pt: Deflexao de pressao associada com cada volume de ar corrente.
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Px: Deflexdo de pressdo associada ao volume injetado para calibracdo.
Tc: Temperatura corporal (em Kelvin).

Ta: Temperatura do ar dentro da camara do animal.

Pr: Pressdo de vapor da agua a Tc.

Pg: Pressdo barométrica.

Pc: Pressdo de vapor do vapor de 4gua na camara do animal.

A ventilagdo (VE ) foi calculada pelo produto da frequéncia respiratoria (fR) pelo

volume corrente (Vr). A VE e o Vr foram apresentados nas condi¢des de pressao
barométrica ambiente, a Tc e saturados com vapor d’agua (BTPS). De acordo com Malan
(1973), a temperatura ambiente pode ser levemente menor que a Ta devido a producdo
de calor do animal dentro da cdmara. A Pc e Pr foram calculadas indiretamente utilizando

uma tabela apropriada (Dejours, 1981).

2.5. Determinagdo do metabolismo

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

Pull mode foi utilizado para a determinacao do metabolismo através do sistema aberto de
respirometria (Mortola 1984, Cummings ef al. 2011). Uma bomba do analisador de
oxigénio (ADInstruments®) foi conectada a porta de saida da camara da cabeca para
controlar a taxa de fluxo do gas de entrada da cAmara (100 mL.min"!' para P0-2 e P6-8;
150 mL.min"! para P12-14). Para os animais jovens (P24-26, 700 mL.min!) e adultos
(P76-82, 1500 mL.min"") um MFS (“Mass Flow System”, Sable Systems International,

EUA) foi acoplado a porta de saida da camara plestismografica. O gas expirado foi seco
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através de uma pequena coluna de drierite (W. A. Hammond Drierite Co. Ltd, Xenia, OH,

EUA) antes de passar pelo analisador. O ar foi continuamente amostrado pelo analisador
de Oz permitindo a determinagdo do \'702 pelo programa de aquisi¢do de dados: Power-
Lab System, ADInstruments®/Chart Software, version 7.3, Sidnei, Australia.

O consumo de oxigénio (VOz) foi calculado utilizando a férmula (Depocas &
Hart, 1957):

VO, = [ Ve.(FiOz — Fe02)]/1 — FiO2

onde: Ve é a taxa de fluxo de entrada, FiO: ¢ a fracdo de O inspirado; FeO; ¢ a fragdo
de O expirado. O VO, foi corrigido pela massa corporal em Kg e os valores foram

apresentados como CPTP (condicdes padrdo de temperatura, pressao e ar seco).

2.6. Cirurgia de implanta¢do de eletrodos para eletromiograma (EMG) e

eletroencefalograma (EEG)

Os animais adultos (P76-82) foram utilizados para registros do estado sono-vigilia.
Para a realizacdo da cirurgia de implantacdo de eletrodos para EEG e EMG, os animais
foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilasina (10 mg/kg, i.p.) e fixados
em um estereotaxico (Kopf Instruments, Kent, Inglaterra). Trés eletrodos para EEG foram
fixados ao cranio por meio de parafusos (coordenadas em relacdo ao bregma: 2 mm lateral
¢ 2 mm rostral; ao lambda: 4 mm rostral ¢ 2 mm caudal; e o terceiro formando um
triangulo) e dois eletrodos para EMG foram inseridos nos musculos do pescog¢o. Todos
os eletrodos foram acoplados ao cranio com cimento acrilico e foram conectados a um
conector também embebido no acrilico. Os animais foram transferidos para caixas

individuais e ficaram em recuperacao por 6 a 7 dias.
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Os sinais dos eletrodos de EEG e de EMG foram coletados em 150 hertz, filtrados
em 0,3-50 e 0,1-100 hertz, respectivamente, ¢ gravados diretamente em um computador
equipado com um programa para analise de dados (AcqKnowledge MP 150, BioPac

Systems, Inc., Santa Barbara, CA, EUA).

2.6.1. Caracterizag¢do da vigilia e sono Nao Rem (NREM)

A vigilia foi caracterizada por ondas de alta frequéncia e baixa amplitude
(dessincronizagdo) do EEG, acompanhada de acentuado tonus muscular refletido na

elevada atividade do eletromiograma (EMG) como observado na figura 3.
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Figura 3. Registros do Programa Acknowledge mostrando o volume corrente (Vr), EEG e EMG

de um animal experimental durante a vigilia.

O sono Nao-Rem (NREM) foi caracterizado pela lentificacdo da frequéncia das
ondas cerebrais no EEG (ondas delta), podendo ou ndo apresentar potenciais de alta
frequéncia (dependendo da profundidade do sono), chamados de fusos de sono, que
aparecem no registro abaixo. Além disso, foi acompanhado de hipotonia muscular

refletindo na atenuada atividade do eletromiograma como observado na figura 4.
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Figura 4. Registros do Programa Acknowledge mostrando o volume corrente (Vr), EEG ¢ EMG

de um animal experimental durante o sono NREM.

2.7. Medidas da temperatura corporal (TC)

Nos animais P24-26 e P76-82, um sensor ¢ registrador de temperatura integrado
(“data loggers”) (SubCue, Calgary, AT, CA) foi implantado na cavidade abdominal,
através de uma incisdo na parede abdominal um dia antes dos experimentos. Ao final das
intervengdes cirurgicas os animais foram tratados com antibiotico (enrofloxacina, 10

mg/kg, subcutaneo) e analgésico (flunixina meglumina, 2,5 mg/kg, subcutineo).

2.8. Perfusdo dos animais e preparo dos encéfalos para a imunoistoquimica

Ao término dos experimentos, os animais das idades P0-2 a P12-14 foram
profundamente anestesiados com isoflurano 100% (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) ¢ das
idades P24-26 ¢ P76-82 com tribromo etanol (Sigma-Aldrich; 250 mg/kg L.P.) e
perfundidos com o auxilio de uma bomba de perfusdo Masterflex ® (Cole Parmer), com

velocidade controlada. No procedimento de perfusdo foram utilizados 1 mL/g de animal
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de tampao fosfato salina (PBS, 100 mM, pH 7.,4) e posteriormente o0 mesmo volume de
paraformaldeido (PFA, P 7,4) 4% em PBS. Apds a perfusdo, os encéfalos dos animais
foram colocados em fixador (PFA 4% em PBS) por 4 horas e em seguida transferidos a
solug¢do de sacarose 30% em PBS, para crioprote¢do. Apds pelo menos 24 horas, os
encéfalos foram congelados e cortados (a 35 um) a -25°C em criostato (MICROM HM
505 N), armazenados em solucdo anticongelante em freezer -20°C para posteriores

analises imunoistoquimicas.

2.9. Imunoistoquimica para tirosina hidroxilase (TH) e serotonina (5-HT)

2.9.1. Tirosina Hidroxilase (TH)

Para localizacdo e quantificagdo dos neurdnios catecolaminérgicos
imunoistoquimica para tirosina hidroxilase (TH) foi realizada (adaptado de Xu et al.,
2003). Para este fim, os cortes foram incubados em uma solugdo de recuperacdo
antigénica (“Target Retrieval Solution Ready-to-use”, Dako, Glostrup, Dinamarca) a
70°C (em banho maria dentro de microtubos) por 30 min. Ap6s o resfriamento dos cortes
em temperatura ambiente (25°C), foram lavados 3 vezes com solucdo tampdo IB
(“immunobuffer”: Triton-TPBS, pH 7,4), e apos as lavagens foram pré incubados com
10% de soro normal de cavalo em PB por 60 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida os cortes foram incubados por 24 horas com anticorpo primario (monoclonal anti-
TH feito em camundongo) (1:10000, Sigma Aldrich) em temperatura ambiente e com
agitacdo constante, passando a seguir por 3 lavagens de 10 minutos com TPBS. Os cortes
foram incubados “overnight” com anticorpo secundario biotinilado de coelho anti-
camundongo IgG (1:1000, Jackson ImmunoResearch, PA, EUA) em temperatura
ambiente, também em agitador. Depois disso, os cortes foram lavados 3 vezes de 10

minutos com TPBS. O tecido foi incubado em um complexo de extravidina (Sigma
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Aldrich) por 4 horas em agitador. Os cortes foram lavados novamente 3 vezes de 10
minutos com TPBS em constante agitacdo em temperatura ambiente. A marcagdo dos
neurdnios catecolaminérgicos foi visualizada com 0,05% de DAB e 0,004% de peroxido
de hidrogénio (H202) em tampédo fosfato intensificado com Imidazole por 5 minutos
gerado pela glicose oxidase, seguido de 3 lavagens rapidas em TPBS. Finalmente os
cortes foram montados em laminas gelatinizadas, secos, desidratados através de

concentragdes graduais de alcool, limpos com xilol e cobertos com laminula.

2.9.2. Serotonina (5-HT)

Para localizagdo e quantificacdo de neur6nios que sintetizam 5-HT a
imunoistoquimica para 5-HT foi realizada (adaptado de Liu & Wong-Riley, 2010). Para
este fim, os cortes foram incubados em uma solug@o de recuperacdo antigénica (“Target
Retrieval Solution Ready-to-use”, Dako, Glostrup, Dinamarca) a 70°C (em banho maria
dentro de microtubos) por 30 min. Apos o resfriamento dos cortes em temperatura
ambiente, foram lavados 3 vezes com IB e foram pré incubados com 10% de soro normal
de cavalo em PB por 60 minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram entdo
incubados com anticorpo primario anti-Serotonina produzido em coelho (1:5000, Sigma
Aldrich) por 24 horas em temperatura ambiente em um agitador. Os cortes foram lavados
3 vezes de 10 minutos com Tris-PBS (TPBS, pH 7,4), passando a seguir por incubagao
“overnight” com o anticorpo secundario produzido em burro anti-coelho IgG (H+L)
(1:1000, Jackson ImmunoResearch) em temperatura ambiente, também em constante
agitacdo. Apos 3 lavagens com TPBS, o tecido foi incubado em um complexo de
extravidina (Sigma Aldrich) por 4 horas em agitador. Os cortes foram lavados novamente
3 vezes de 10 minutos com TPBS em constante agitacdo em temperatura ambiente. A

imunorreatividade foi detectada com 0,05% de DAB (cromognio di-hidrocloreto de
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diaminobenzidina) e 0,004% de peroxido de hidrogénio (H20:) em tampao fosfato
intensificado com 1% Nickel por 5 minutos gerado pela glicose oxidase, seguido de 3
lavagens rapidas em TPBS. Finalmente os cortes foram montados em laminas
gelatinizadas, secos, desidratados através de concentragdes graduais de alcool, limpos

com xilol e cobertos com laminula.

2.10. Protocolos Experimentais

2.10.1. Efeito da exposi¢do ao ISRS durante o periodo prenatal sobre a ventilagdo
e metabolismo durante normocapnia normoxica, hipercapnia e hipoxia em ratos e ratas

recém-nascidos (P0-2; P6-8 e P12-14), juvenis (P24-26) e adultos (P76-82)

Os animais das idades P0-2; P6-8 e P12-14 foram colocados nas camaras (corpo
e cabeca) previamente descritas (item 2.4./) e os animais juvenis e adultos foram
colocados em camaras pletismograficas previamente descritas (item 2.4.2). As camaras

foram inicialmente ventiladas com ar atmosférico (21% O2) por um periodo de
aclimatagdo de 30 a 40 min. Medidas de VE e VO, foram realizadas durante todo o

experimento com os animais CTRL e ISRS. Primeiramente foram feitas medidas de
ventilagdo durante normocapnia normoxica por 10 min (exceto para a idade P76-82 que
foi de 60 min). Em seguida, os animais foram submetidos a hipercapnia ou hipoxia por
20 min (exceto para a idade P76-82 que foi de 60 min), onde a camara foi ventilada com
uma mistura gasosa contendo 7% COz, 21% O e equilibrada com Nz ou 10% O e
equilibrada com N3 respectivamente (White Martins Gases Industriais Ltda, Osasco, SP).
Ap6s a hipercapnia ou hipoxia, a camara foi ventilada com ar atmosférico novamente
para recuperacdo dos valores basais de ventilagdo por 10 min (exceto para a idade P76-

82).
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2.10.2. Efeito da exposi¢do ao ISRS durante o periodo prenatal sobre a ventilagdo,
ciclo sono-vigilia durante normocapnia normoxica, hipercapnia e hipoxia em ratos

adultos (P76-82)

Os animais foram previamente colocados em uma camara pletismografica e a Tc
foi continuamente medida usando os “datallogers”. A camara foi inicialmente ventilada
com ar atmosférico (21% O) por um periodo de aclimatacdo de 30 a 40 min e foram
realizadas entdo medidas de Vr e fR por 60 min. Em seguida, os animais foram
submetidos a hipercapnia (7% COz) ou hipdxia (10% COz) por 60 min. Os estados de
vigilia e sono NREM foram observados e analisados consistentemente ao longo de todo

0 experimento em normocapnia normoxica, hipercapnia e hipoxia.

2.10.3 Efeito da exposi¢ao ao ISRS durante o periodo prenatal sobre o numero de
neurénios que expressam tirosina hidroxilase e sobre o numero de neurénios que

expressam serotonina em grupamentos respiratorios

Nos animais P0-2, P6-8, P12-14, juvenis (P24-26) e adultos (P76-82) de ambos
os tratamentos CTRL e ISRS o nimero de neuronios que expressam tirosina hidroxilase
(TH) (nas regides do bulbo: C3, A1/C1 e A2/C2 e da ponte: A5, A6 e A7) foi avaliado
por meio de imunoistoquimica para TH e foi quantificado o numero de neurdnios
serotoninérgicos nos nucleos da rafe bulbar (RMAG -magnus, RPA — pallidus e ROB —
obscurus) e da ponte (dorsal caudal — RDC e pontina - RP) por meio de imunoistoquimica
para 5-HT. Os procedimentos para as imunoistoquimicas foram descritos no item 2.9.

Uma padronizacao para a quantificacdo do numero de neurénios foi utilizada. A

figura 4 demonstra todas as se¢des do tronco encefalico de ratos adultos escolhidos para
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abranger as regides de interesse (regioes serotoninérgicas: RDC, RP, RMAG, ROB e

RPA; e regides catecolaminérgicas: AS, A6, A7, C3, A2/C2 e A1/Cl1). Para isso as

sec¢des foram organizadas em pranchas A, B, C, D, E, F e G (Quadro 1). As figuras do

atlas de ratos adultos (Paxinos & Watson, 1998) foram escolhidas para demonstragao das

regides estudadas (Figura 5), porém para os individuos recém-nascidos e jovens as figuras

representativas de uma colecdo de atlas foram adaptadas de Khazipov et al (2015)

(Quadro 2).

Quadro 1. Regides do tronco encefalico presentes em cada prancha (ver Figura 6).
Abreviagdes: RDC-Rafe dorsal caudal; RP-Rafe Pontina; RMAG-Rafe magnus; ROB-
Rafe obscurus; RPA-Rafe Pallidus.

Pranchas Regioes encefalicas representadas
A RDC RP A7
B RDC RP RMAG A5 | A6
C RMAG A5 | A6
D RMAG
E ROB RPA C3
F ROB RPA A2C2 AlCI
G ROB RPA A2C2 AlICI
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Quadro 2. Distancias em relagdo ao bregma (em mm) representando as figuras escolhidas
para contagem do numero de células de cada regido analisada para cada idade (PO-2; P6-
8; P12-14; P24-26) baseadas nos atlas de P1; P8; P14 ¢ P21 respectivamente (Khazipov
et al, 2015). Distancias em relagdo ao bregma (em mm) escolhidas para a idade P76-82

baseadas no atlas de Paxinos & Watson (1998).

Distiancia em relacdo ao bregma (mm)
PRANCHA | P0-2 P6-8 P12-14 | P24-26 | P78-82
A -5,0 -6,4 -7,4 -7,4 -9,2
B -5,2 -6,6 -7,6 -7,6 -9.3
C -5,4 -6,8 -8,0 -8,4 -10,0
D -5,8 -7,0 -8,6 -8,8 -10,5
E -6,2 -7,8 -9,4 -9,4 -11,8
F -6,6 -8,2 -9,6 -10,2 -13,2
G -7,0 -8,8 -10,2 -10,6 -13,7

00 pm

P0-2 P6-8 P12-14 P24-26 P76-82
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P0-2 P24-26 " P76-82

Figura 5. Fotomicrografias representativas de ratos CTRL em todas as idades pos-natais
estudadas (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26 ¢ P76-82) relacionadas as figuras do Atlas de Paxinos &
Watson (1998): A. Regides RDC (medial), RP e A7. B. Regides RDC (caudal), RP, RMAG, A5
e A6. C. Regides A6, A5 e RMAG. D. Regido RMAG. E. Regides C3, ROB e RPA. F. Regides
A2/C2, A1/C1, ROB e RPA. G. Regides A2/C2, A1/C1, ROB e RPA. Abreviagdes: RDC-Rafe
dorsal caudal; RP-Rafe Pontina; RMAG-Rafe magnus; ROB-Rafe obscurus; RPA-Rafe pallidus.

2.11. Analise dos dados

Os dados de Vr, fR, VE, VOZ, Ve/ V02 e dos reflexos de mastigagdo e

endireitamento foram apresentados como “Box Plot” (Spitzer et al., 2014) que ¢ uma
representacdo do conjunto de dados, os quais: a linha central representa a mediana, os
limites da caixa indicam os 25° e 75° percentis, os T's estendem aos valores minimo e
maximo e as cruzes representam a meédia aritmética dos dados. Os pontos nos graficos
representam os “outliers” e foram excluidos da analise estatistica.

Para os animais P0-2; P6-8; P12-14; P24-26 todas as variaveis respiratorias ¢ de
metabolismo em normocapnia normoéxica foram apresentadas como valores brutos e as
respostas a hipercapnia e hipoéxia como porcentagem (%) do basal no tempo 15 min de
exposicdo, tempo que as respostas foram significativas. Para os animais adultos (P76-82)

os dados foram apresentados de duas formas: (1) média dos valores brutos em
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normocapnia normoxica e porcentagem (%) do basal para as respostas a hipercapnia e
hipoxia sem levar em consideragdo a fase do ciclo sono-vigilia como forma de
comparagdo com as outras idades; (2) média dos valores brutos em normocapnia
normoéxica e as respostas a hipercapnia e hipoxia como porcentagem (%) do basal
considerando a vigilia e sono NREM.

Os valores de temperatura corporal foram apresentados em grafico de linha ao
longo do tempo e das idades respectivamente. Os valores de massa corporal foram
apresentados em grafico de barra para cada idade.

Os dados foram analisados utilizando a analise de variancia (Anova de 2 vias)
com poés teste de multiplas comparagdes Holm-Sidak com wvalores de P<0,05
considerados significativos. Os dois fatores considerados para a analise foram: tratamento
(CTRL x ISRS) e idade (dentro do mesmo tratamento) para as variaveis respiratorias e de
metabolismo; tratamento e estado (vigilia X sono) para as variaveis respiratorias e de
metabolismo em adultos; tratamento e tempo para a andlise da temperatura corporal. O
mesmo tipo de analise foi realizado considerando os seguintes fatores: tratamento e a
condicdo gasosa (hipercapnia ou hipdxia comparado com os valores basais) para as
varidveis respiratorias e de metabolismo.

Os dados de massa corporal foram analisados utilizando analise de variancia
(Anova de 2 vias) com pos teste de multiplas comparagdes Holm-Sidak com valores de
P<0,05 considerados significativos. Os dois fatores considerados para a analise foram:
tratamento e sexo.

O tempo total nos estados, nimero total e duragdo média dos episddios em sono
e vigilia sdo apresentados em forma de tabela e foram analisados utilizando a analise de
variancia (Anova de 2 vias) com pos teste de multiplas comparagdes Holm-Sidak com

valores de P<0,05 considerados significativos. Os dois fatores considerados para a analise
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foram: tratamento e estado (vigilia x sono). O mesmo tipo de andlise foi realizado
considerando os seguintes fatores: tratamento e a condicdo gasosa (hipercapnia ou
hipdxia comparado com os valores basais).

Fotomicrografias do tronco encefalico foram capturadas através de um
microscopio optico (LEICA) utilizando o programa de aquisi¢do de imagens LAS. O
numero de neurdnios que expressam TH e 5-HT foram apresentados em forma de grafico
de barra e a analise foi baseada na contagem de células imunorreativas para TH e 5-HT
utilizando-se um sistema de analise de imagem computadorizado (NIH System, Image J
desenvolvido no US National Institute of Health, disponivel no website:
http://www.rsb.info.nih.gov/nih-image/). A regido A6 foi analisada através da densidade
de expressdo de TH por area amostrada. Para padronizar a intensidade da luz incidente
no tecido a densidade/area da regido amostrada foi dividida pela densidade/area da regido
branca (100% de incidéncia de luz) e calculada em porcentagem (%) de marcagdo
utilizando o mesmo sistema de analise de imagem.

O numero de células marcadas para TH e 5-HT e a densidade de expressdo de
TH na regido A6 foram comparados entre o grupo CTRL e ISRS utilizando test t ndo

pareado considerando os valores de P<0,05 como sendo significativos.
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3. RESULTADOS

O tratamento prenatal com fluoxetina ndo alterou o numero de filhotes por ninhada
(CTRL: 11,5+0,6 n=14 e ISRS: 10,5£1,0 n=11), bem como ndo alterou a porcentagem
(%) de nascimentos de machos ou fémeas por ninhada (CTRL: % de machos: 58,0£5,7;

% de fémeas: 42,0+5,7 e ISRS: % de machos: 54,6+4,1; % de fémeas: 45,5+4,1).

3.1. Efeito da exposi¢do ao ISRS em ratos e ratas recém-nascidos (P0) sobre os reflexos

de mastigacdo e endireitamento

A figura 6 representa as respostas dos recém-nascidos (P0) machos e fémeas aos
reflexos de mastigacdo (6A) e de endireitamento (6B). As fémeas do grupo ISRS
mastigaram mais vezes (22,3% a mais) por minuto em relagado as fémeas CTRL (P=0,035)
e em relagdo aos machos do grupo ISRS (P=0,011). Nao houve diferenga entre machos e
fémeas do grupo CTRL (P>0,05).

Os machos do grupo ISRS levaram mais tempo para voltar a posi¢do prona do que
os machos do grupo CTRL (P=0,035). Nao houve diferenga entre macho ¢ fémea no

tempo de endireitamento.
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Figura 6. Efeito da exposi¢do a fluoxetina (ISRS) no reflexo de mastigagio (A) e de
endireitamento (B) em ratos e ratas recém-nascidos (P0). Na legenda o nimero de animais (n) é
apresentado para macho e fémea do mesmo grupo. O simbolo “+” representa a média aritmética

dos dados. *Significa diferenga estatistica entre os tratamentos CTRL e ISRS (P<0,05).

3.2. Efeito da exposi¢do ao ISRS sobre a massa corporal de ratos e ratas recém-nascidos

(P0O-2; P6-8 e P12-14), juvenis (P24-26) e adultos (P76-82)

A figura 7 demonstra a massa corporal (Kg) de ratos e ratas ao longo do
desenvolvimento o qual aumentou com a idade, o que ¢ esperado. As fémeas adultas

apresentaram uma massa corporal menor comparado com os machos adultos de ambos os
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grupos (P<0,001). A exposicdo ao ISRS ndo causou alteragdes na massa corporal dos
animais em ambos os sexos até a idade P12-14. Entretanto, as fémeas jovens e adultas do
grupo ISRS apresentaram uma massa corporal menor comparado com as ratas CTRL

(P<0,03).
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Figura 7. Massa corporal (Kg) de ratos e ratas recém-nascidos (P0-2; P6-8 e P12-14), juvenis
(P24-26) e adultos (P76-82) expostos a fluoxetina (ISRS) prenatal ou veiculo (CTRL). Na legenda
o numero de animais (n) € apresentado para macho e fémea do mesmo grupo. *Significa diferenga

estatistica entre os tratamentos CTRL e ISRS (P<0,05).
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3.3. Efeito da exposi¢do ao ISRS durante o periodo prenatal sobre a ventilagdo e o
metabolismo durante normocapnia normoxica, hipercapnia e hipoxia em ratos e ratas
recém-nascidos (P0-2; P6-8 e P12-14), juvenis (P24-26) e adultos (P76-82) e

temperatura corporal em juvenis e adultos
3.3.1. Normocapnia normoxica

3.3.1.1. Ratos

A figura 8 demonstra os valores brutos de VT, fR e VE de ratos do grupo CTRL ¢
ISRS em normocapnia normoxica ao longo do desenvolvimento pos-natal. Ambos os

ratos controle (CTRL) e expostos a fluoxetina durante o periodo prenatal (ISRS)

apresentaram variagao destas variaveis ao longo das idades. A VE basal na idade P12-14
atingiu os valores mais baixos em relagdo aos recém-nascidos (P0-2 e P6-8) e juvenis
(P24-26) (P<0,001 para grupo CTRL; P<0,005 para grupo ISRS). A ventila¢do basal dos
ratos juvenis atingiu valores mais altos e voltou a ser menor em adultos (P<0,001 para
grupo CTRL; P<0,005 para grupo ISRS). O Vr e a fR seguiram o mesmo padrio (Vr:
P<0,001 para grupo CTRL; P<0,007 para grupo ISRS e fR: P<0,005 para grupo CTRL),
ja a fR no grupo ISRS apresentou valores mais altos em P6 em relagdo a PO apenas
(P<0,001) e atingiu valores menores em adultos (P<0,001) em relag@o a todas as outras
idades.

Os valores basais de VO, foram menores na idade adulta em relagio a todas as
outras idades no grupo controle (P<0,004) e no grupo ISRS (P<0,01), s6 nao foi menor
em relacdo aos animais P6-8 (P>0,05) no grupo ISRS (Figura 9).

O equivalente respiratorio VE/ \'/O2 apresentou variagdes que acompanharam a

VE destacando que a idade P12-14 apresentou os menores valores comparando com as
outras idades (P<0,001) (Figura 9).
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Na idade P0-2, o grupo ISRS apresentou um Vr menor (P=0,016) e uma fR maior
(P=0,012) em relacdo ao grupo CTRL sem causar alteragdes na VE (P=0,977). Nao houve

diferenca nas varidveis respiratorias nas idades P6-8 e P12-14. Na idade P24-26 a VE foi

menor no grupo ISRS (P=0,003) em relacdo ao grupo CTRL sem alteragdes significativas
no Vt e fR como também no equivalente respiratorio VE/VOZ, portanto ndo houve
hipoventilacdo. Na idade P76-82, a VE também foi menor no grupo ISRS (P=0,009)
devido a um Vr menor em relagcdo ao grupo CTRL (P=0,003) acompanhado de uma
reducdo no VE/ V02 (P=0,01), portanto o tratamento com ISRS promoveu uma

hipoventilacdo em animais adultos em condigdes basais.

O VO, nio foi alterado pelo tratamento com ISRS em todas as idades bem como

o VE/VO,, exceto em adultos como mencionado anteriormente.
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Figura 8. “Box Plot” demonstrando os valores basais de Vr, fR ¢ VE a0 longo do
desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratos controle (CTRL) ¢
ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o nimero de animais
(n) € apresentado para cada idade respectivamente. O simbolo “+” representa a média aritmética
dos dados. *Significa diferenca estatistica entre os tratamentos (P<0,05) e **Significa diferenca

estatistica entre os tratamentos (P<0,01).
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Figura 9. “Box Plot” demonstrando os valores basais de consumo de O (VOZ) e equivalente

respiratorio (VE/VOZ) (B) ao longo do desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-
26; P76-82) de ratos controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. Na legenda o numero de animais (n) é apresentado para cada idade respectivamente. O

simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenga estatistica entre os

tratamentos (P<0,05).
3.3.1.2. Ratas

A figura 10 demonstra os valores brutos de Vr, fR e VE em ratas do grupo CTRL

e ISRS em normocapnia normoxica ao longo do desenvolvimento pds-natal. Ambas as
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ratas CTRL e expostas a fluoxetina durante o periodo prenatal (ISRS) apresentaram
variagdo destas variaveis ao longo das idades. A VE basal das ratas jovens foi a mais alta
em relacdo a todas as idades, e as ratas adultas tiveram a VE mais baixa também em
relacdo a todas as idades em ambos os grupos (P<0,003 para o grupo CTRL e P<0,01

para o grupo ISRS). Nao houve diferenga estatistica nos valores de VE em relagdo as
idades P0-2, P6-8 e P12-14. A fR do grupo CTRL seguiu o mesmo padrao (P<0,01), ja
em fémeas ISRS, a fR foi maior em P6-8 em relagdo apenas a PO-2 e se manteve até P24-
26, e assim como no grupo CTRL atingiu valores mais baixos em P76-82 (P<0,01). O Vr
do grupo CTRL da idade P6-8 foi menor em relagdo a P0-2 (P=0,002), porém sem
diferenca estatistica em relagcdo a P12-14 e atingiu valores maiores em P24-25 em relacdo
a P6-8 ¢ P12-14 (P<0,01). Ja no grupo ISRS, a fR foi maior em ratas jovens em relacdo

a todas as outras idades (P<0,001).

As ratas adultas apresentaram os menores valores de VO, em relagdo a todas as
idades em ambos os grupos (P<0,01) (Figura 11). O equivalente respiratério VE/ V02

acompanhou a VE , atingindo valores mais altos na idade P24-26 em ambos os grupos; e

no grupo ISRS, as ratas P6-8 também apresentaram valores mais altos de VE/ VO, em

relacdo as outras idades (P<0,001) (Figura 11).

O tratamento prenatal com fluoxetina promoveu uma atenuacdo no Vr de fémeas
P0-2 em relag@o ao grupo CTRL (P=0,033) sem causar alteracdes significativas na VE e

fR. Adicionalmente, o tratamento com ISRS induziu um aumento do V02 (P=0,002) em

ratas jovens e consequentemente um menor VE/ VO,em relagio ao grupo CTRL

(P=0,02).
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Figura 10. “Box Plot” demonstrando os valores basais de Vr, fR e VE a0 longo do
desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratas controle (CTRL) e ratas
expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o numero de animais (n) é
apresentado para cada idade respectivamente. O simbolo “+” representa a média aritmética dos

dados. *Significa diferenga estatistica entre os tratamentos (P<0,05).
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Figura 11. “Box Plot” demonstrando os valores basais de consumo de O, (VOZ) e equivalente

respiratorio (VE/ VOZ) ao longo do desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26;
P76-82) de ratas controle (CTRL) e ratas expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal.
Na legenda o nimero de animais (n) ¢ apresentado para cada idade respectivamente. O simbolo

“+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenca estatistica entre os tratamentos

(P<0,05).
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3.3.2. Hipercapnia
3.3.2.1. Ratos

A figura 12 demonstra os valores relativos (porcentagem dos valores basais) de

Vr,fRe VEea figura 13 os valores relativos de V02 e VE/ V02 de ratos do grupo CTRL
e ISRS em hipercapnia (7% CO.) ao longo do desenvolvimento pos-natal.

Em animais P0-2, P12-14, P24-26 e P76-82, a hipercapnia induziu um aumento
do Vr, fR, VE ¢ VE/ VO, (P<0,01) em ambos os grupos, sem causar alteragdes no VO,
, exceto a fR dos machos ISRS na idade P0-2 que ndo foi alterada pela exposi¢do ao COx.
Os machos P6-8 também tiveram um aumento do VT, Ve e VE/ VO, induzido por
hipercapnia (P<0,001), porém a fR foi reduzida no grupo CTRL (P=0,015) e ndo foi
alterada no grupo ISRS. Nesta idade P6-8, 0 VO, também nao foi alterado pela exposigao

ao COax.

Os animais na idade P12-14 embora tenham apresentado o menor valor basal de

VE (Figura 7) em relacdo as outras idades, apresentaram a maior resposta ventilatoria a
hipercapnia comparado com as idades anteriores e se manteve até a fase adulta (P<0,003)
devido ao aumento da fR em ambos os grupos. O Vr atingiu valores maximos em P12-

14 no grupo CTRL (P<0,003) e nao foi alterado ao longo do desenvolvimento no grupo

ISRS. Nao houve alteragdes do \'/O2 ao longo do desenvolvimento em ambos 0s grupos.

O equivalente respiratorio VE/\'/O2 acompanhou o aumento de VE atingindo valores

maximos em P12-14 e mantendo-se até a fase adulta somente no grupo CTRL (P<0,003).
Pode-se notar que existe uma grande variabilidade dos dados principalmente na idade de

P12-14 em ambos os grupos.
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Os animais jovens ISRS apresentaram uma resposta ventilatoria ao CO»

aumentada em 25% (P=0,03) devido a um aumento do Vt em relagdo ao grupo CTRL
(P=0,002), porém ndo houve alteracdo do VE/ \'/O2 uma vez que pode-se observar uma

tendéncia de aumento no VO, . Com relagdo as outras idades, o tratamento com fluoxetina

ndo alterou as respostas ventilatorias e metabolicas a hipercapnia.
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Figura 12. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante
hipercapnia (7% CO>) ao longo do desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-
82) de ratos controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na
legenda o nimero de animais (n) € apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada
representa o basal como sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.

*Significa diferenca estatistica entre os tratamentos (*P<0,05; **P<0,01).
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Figura 13. “Box Plot” demonstrando os valores de consumo de O; (VOZ) e equivalente

respiratorio (VE/VOZ) em % do basal durante hipercapnia (7% CO,) ao longo do
desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratos controle (CTRL) ¢

ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o nimero de animais
(n) é apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada representa o basal como

sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.

As duas figuras a seguir demonstram os valores de temperatura corporal (Tc)
durante normocapnia normoxica e ao longo dos 20 minutos de hipercapnia (7% COz) em
machos P24-26 (Figura 14) e ao longo dos 60 minutos de hipercapnia (7% CO;) em
machos P76-82 (Figura 15). A exposi¢do ao CO» induziu a uma queda na temperatura
corporal dos animais nas duas idades em ambos os grupos (P24-26: P<0,001 em ambos
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os grupos; P76-82: P<0,001 para o grupo CTRL e P<0,005 para o grupo ISRS), porém
ndo houve diferenca entre os grupos CTRL e ISRS. Esta queda de temperatura ¢

gradativa, atingindo valores menores no tempo final da hipercapnia nas duas idades em

ambos 0s grupos.
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Figura 14. Valores de temperatura corporal (T¢) durante normocapnia normoxica e hipercapnia
(7% CO») de ratos (idade P24-26) controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante

o periodo prenatal.
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Figura 15. Valores de temperatura corporal (T¢) durante normocapnia normoxica e hipercapnia
(7% CO») de ratos (idade P76-82) controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante

o periodo prenatal.
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3.3.2.2. Ratas

A figura 16 demonstra os valores relativos (porcentagem dos valores basais) de
V1,fRe VEea figura 17 os valores relativos de V02 e VE/ V02 de ratas do grupo CTRL

e ISRS em hipercapnia (7% COz) ao longo do desenvolvimento pds-natal.

A hipercapnia induziu uma hiperventilagdo em todas as idades de ambos os grupos

devido a um aumento do Vr, fR, VE ¢ VE/ \'/O2 (P<0,02). Somente na idade P6-8 o

aumento de VEinduzido por hipercapnia foi devido a um aumento do Vr apenas
(P<0,001), ndo houve alteracdo da fR em ambos os grupos. Houve uma redugdo do V02
durante hipercapnia nas idades P0-2, P6-8 e P12-14 em ambos os grupos (P<0,05). Ja em
ratas jovens e adultas o V02 nao foi alterado por hipercapnia no grupo CTRL, mas houve
uma redugdo do mesmo no grupo ISRS como nas idades anteriores (P<0,03).

No grupo CTRL, a maior resposta ventilatoria ao CO> foi em P12-14 ¢ P76-82
(P<0,002), acompanhado do maior equivalente respiratorio VE/ VO,; a fR atingiu
valores maiores nas ratas adultas (P<0,001) e o Vr foi maior em P12-14 (P<0,01). No
grupo ISRS, o aumento da VE e R induzido por hipercapnia foi maior em ratas adultas
(P<0,01), em contrapartida ndo houve alteracdes no aumento do Vr ao longo do

desenvolvimento. O VE/ VO, foi maior em P12-14 e permaneceu alto até a idade adulta

no grupo ISRS (P<0,01). Nio houve diferenca significativa no VO, entre as idades em

ambos 0s grupos.
O tratamento com ISRS induziu um aumento da hiperventilagdo induzida por
hipercapnia em 21,7% na idade de PO-2 e em 18,1% na idade P24-26 (P<0,001) devido a

um aumento do Vr (P=0,02) e acompanhado de um aumento no equivalente respiratorio

\.7E/\'/O2 (P<0,002); ndo promoveu alteragdes nas variaveis respiratorias em P6-8; na
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idade de P12-14 houve uma atenuacdo de 21,4% da resposta ventilatoria ao CO»

(P<0,001) devido a uma atenuacdo do Vt e fR (P<0,02), acompanhado de uma atenuacao

do VE/ V02 (P=0,027). As ratas adultas apresentaram uma atenuacao da VE em 14,4%

(P=0,025) devido a uma atenuagdo da fR (P=0,002), sem causar alteragdes na relagdo VE
/VO, . Nao houve diferenga entre tratamentos com relagdo aos valores de VO, durante

exposicdo a 7% COa.
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Figura 16. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante
hipercapnia (7% CO>) ao longo do desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-
82) de ratas controle (CTRL) e ratas expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na
legenda o nimero de animais (n) € apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada
representa o basal como sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.

*Significa diferenca estatistica entre os tratamentos (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).
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Figura 17. “Box Plot” demonstrando os valores de consumo de O (VOZ) e equivalente

respiratorio (VE/ VOZ) em % do basal durante hipercapnia (7% CO,) ao longo do
desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratas controle (CTRL) e ratas

expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o nlimero de animais (n) é
apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada representa o basal como sendo
100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenca estatistica

entre os tratamentos (*P<0,05; ***P<0,001).

As duas figuras a seguir demonstram os valores de temperatura corporal (Tc)
durante normocapnia normoxica e ao longo dos 20 minutos de hipercapnia (7% CO;) em

fémeas P24-26 (Figura 18) e ao longo dos 60 minutos de hipercapnia (7% CO2) em
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fémeas P76-82 (Figura 19). A exposi¢do ao CO; induziu a uma queda na temperatura
corporal dos animais nas duas idades (P<0,001), porém ndo houve diferenca entre os
grupos CTRL e ISRS. Esta queda de temperatura ¢ gradativa na idade P24-26, atingindo
valores menores no tempo final da hipercapnia em ambos os grupos; na idade P76-82 a

queda da temperatura se estabiliza em 15 minutos de hipercapnia em ambos os grupos.
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Figura 18. Valores de temperatura corporal (T¢) durante normocapnia normoxica normoxica e

hipercapnia (7% CO») de ratas (idade P24-26) controle (CTRL) e ratas expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal.
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Figura 19. Valores de temperatura corporal (Tc) durante normocapnia normoxica normoxica e
hipercapnia (7% CO.) de ratas (idade P76-82) controle (CTRL) e ratas expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal.

3.3.3. Hipoxia
3.3.3.1. Ratos

A figura 20 demonstra os valores relativos (porcentagem dos valores basais) de
Vr,fRe VEea figura 21 os valores relativos de V02 e VE/ V02 de ratos do grupo CTRL
e ISRS em hipodxia (10% O2) ao longo do desenvolvimento pos-natal.

A exposicao a 10% O» causou um aumento da VE em todas as idades (P<0,03)
exceto em P24-26 do grupo CTRL. Esse aumento de VE foi decorrente do aumento da
fR na idade de PO-2 em ambos os grupos (P<0,02); foi decorrente do aumento do Vr no
grupo CTRL (P<0,001) e do aumento do VT e fR no grupo ISRS (P<0,002) na idade P6-

8; foi decorrente do aumento do Vr e fR em ambos os grupos nas idades P12-14 e P76-

82 (P<0,01). Os jovens do grupo CTRL responderam a hipdxia somente com um aumento
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do Vr (P<0,02), ja o grupo ISRS apresentou um aumento da VE induzido pela hipoxia
decorrente do aumento do Vr (P<0,001).

A hipdxia induziu uma queda do consumo de Oz e um aumento do equivalente
respiratorio VE/ VO, (P<0,02) em todas as idades de ambos os grupos.

A resposta ventilatoria a hipoxia apresentou-se de forma crescente até a idade P12-

14 onde atingiu o pico (P<0,01) em ambos os grupos. A relagdo VE/ V02 também atingiu

o pico de resposta em P12-14 somente no grupo CTRL (P<0,003), no grupo ISRS o VE
/ V02 s6 foi maior em P12-14 comparado com a idade P24-26 (P=0,004). Os animais da

idade P24-26 ndo responderam a hipdxia com alteragcdes na ventilagdo no grupo CTRL,

apenas no Vr (P<0,001), e os adultos voltam a responder a hipoxia a valores que nao
diferiram estatisticamente da idade P12-14 em ambos os grupos. A queda do VO,
induzida por hipoxia ndo diferiu entre as idades em ambos os grupos como também o
tratamento com ISRS ndo alterou o VO, .

O tratamento com fluoxetina fez com que os animais P6-8 respondessem a hipoxia
com um aumento de fR comparado com o grupo CTRL (P=0,002) e fez com que os jovens
respondessem a hipdxia com um aumento da VE (P=0,001) e um aumento ainda maior
do Vt (P=0,01) e do VE/ VO, (P<0,001) comparado com o grupo CTRL. O tratamento

com ISRS ndo afetou as variaveis respiratorias e metabolicas das outras idades durante

hipoxia.
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Figura 20. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante hipoxia
(10% O3) ao longo do desenvolvimento pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratos
controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o
nimero de animais (n) é apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada
representa o basal como sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.

*Significa diferenca estatistica entre os tratamentos (*P<0,05; **P<0,01).
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Figura 21. “Box Plot” demonstrando os valores de consumo de O; (VOZ) e equivalente

respiratério (VE / VOZ) em % do basal durante hipéxia (10% O:) ao longo do desenvolvimento

pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratos controle (CTRL) e ratos expostos a
fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o nimero de animais (n) é apresentado
para cada idade respectivamente. A linha tracejada representa o basal como sendo 100%. O
simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenga estatistica entre os

tratamentos (***P<0,001).

As duas figuras a seguir demonstram os valores de temperatura corporal (Tc)
durante normocapnia normoxica € ao longo dos 20 minutos de hipdoxia (10% O2) em

machos P24-26 (Figura 22) e ao longo dos 60 minutos de hipdxia (10% O») em machos
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P76-82 (Figura 24). A exposi¢do a hipoxia induziu a uma queda na temperatura corporal
dos animais nas duas idades (P<0,001). Os animais do grupo ISRS da idade P24-26
apresentaram uma Tc menor apds 5 minutos de hipdxia (P=0,045) comparado com o
grupo CTRL, porém pode-se observar que o grupo ISRS apresenta uma tendéncia de uma
menor Tc ja no basal. Isso pode ser comprovado apresentando os dados em porcentagem
(%) do basal (Figura 23) onde a diferenca entre os tratamentos desaparece.

A queda de temperatura induzida por hipoxia foi gradativa na idade P24-26,
atingindo valores menores no tempo final da hipdxia em ambos os grupos; na idade P76-

82 a queda da temperatura se estabilizou em 39 minutos de hipéxia em ambos os grupos.
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Figura 22. Valores de temperatura corporal (Tc) durante normocapnia norméxica normoxica ¢
hipoxia (10% O») de ratos (idade P24-26) controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS)

durante o periodo prenatal.
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Figura 23. Valores de temperatura corporal (T¢) como porcentagem (%) do basal durante hipoxia
(10% O3) de ratos (idade P24-26) controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS) durante

o periodo prenatal.
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Figura 24. Valores de temperatura corporal (Tc) durante normocapnia norméxica normoxica e
hipoxia (10% O») de ratos (idade P76-82) controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina (ISRS)

durante o periodo prenatal.
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3.3.3.2. Ratas

A figura 25 demonstra os valores relativos (porcentagem dos valores basais) de
V1,fRe VEea figura 26 os valores relativos de V02 e VE/ V02 de ratas do grupo CTRL
e ISRS em hipoxia (10% Oz) ao longo do desenvolvimento pds-natal.

A exposi¢do a 10% Oz causou um aumento da VE em todas as idades (P<0,01)
devido ao aumento do Vr e fR (P<0,05) acompanhado de uma queda no VO, e aumento
do equivalente respiratorio (P<0,02), demonstrando que houve uma hiperventilacdo
induzida por hipoxia no grupo CTRL, exceto na idade adulta em que ndo houve alteracao
do Vr. A exposi¢do a hipdxia ndo promoveu alteragdes nas variaveis respiratorias das
fémeas P0-2 do grupo ISRS, e em fémeas ISRS P24-26 s6 houve um aumento do Vr
(P=0,024), sem alteragdes da fR e VE . Em ratas adultas ISRS o aumento da VE induzido
por hipdxia ocorreu devido ao aumento da fR (P=0,009), sem alteragdes do Vt assim
como no grupo CTRL. A queda do \'/O2 e 0 aumento do VE/ V02 também ocorreram
para o grupo ISRS em todas as idades (P<0,02).

A resposta ventilatoria a hipoxia atingiu valores maiores nas idades P12-14 e P76-
82 em relagdo as outras idades em ambos os grupos (P<0,02). O aumento da fR induzido
por hipoxia foi maior na idade adulta (P<0,003), ja o aumento do Vt foi maior em P12-
14 acompanhado do maior VE/ \'/O2 em ambos os grupos (P<0,01). A hipdxia induziu

uma queda do consumo de Oz em todas as idades, sem que haja diferenca estatistica entre
elas.

O tratamento com fluoxetina promoveu uma atenua¢do da fR em P6-8 (P=0,04),
auséncia de aumento do VEem ratas jovens (P=0,03) e uma atenuacdo da fR (P=0,018)

e VE/ \'/O2 (P=0,044) em ratas adultas durante hipdxia.
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Figura 25. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante hipdxia
(10% O3) ao longo do desenvolvimento pds-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratas
controle (CTRL) e ratas expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o
nimero de animais (n) é apresentado para cada idade respectivamente. A linha tracejada
representa o basal como sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.

*Significa diferenca estatistica entre os tratamentos (*P<0,05).
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Figura 26. “Box Plot” demonstrando os valores de consumo de O» (VOZ) e equivalente

respiratorio (VE / VOZ) em % do basal durante hipoxia (10% O,) ao longo do desenvolvimento

pos-natal (P0-2; P6-8; P12-14; P24-26; P76-82) de ratas controle (CTRL) e ratas expostas a
fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. Na legenda o nimero de animais (n) é apresentado
para cada idade respectivamente. A linha tracejada representa o basal como sendo 100%. O
simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferencga estatistica entre os

tratamentos (*P<0,05).

As duas figuras a seguir demonstram os valores de temperatura corporal (°C)
durante normocapnia normoxica e ao longo dos 20 minutos de hipéxia (10% COz) em

fémeas P24-26 (Figura 27) e ao longo dos 60 minutos de hipoxia (10% Oz) em fémeas
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P76-82 (Figura 28). A exposi¢do a hipoxia induziu a uma queda na temperatura corporal
dos animais nas duas idades (P<0,01) em ambos os grupos.

A queda de temperatura induzida por hipoxia foi gradativa na idade P24-26,
atingindo valores menores no tempo final da hipdxia em ambos os grupos; na idade P76-
82 a queda da temperatura se estabilizou em 39 minutos de hipoéxia em ambos os grupos

assim como nos ratos.

o P24-26 CTRL FEMEA (n=6)

o -+ P24-26 ISRS FEMEA (n=7)
@)
E 39
E; %iZIIIIIZIZII """"""""
g- - % {
: me-illliieel
o S
&
£ 35-
=
E
é N 10% O,
ﬁ - T 0 5 10 15 20

Figura 27. Valores de temperatura corporal (Tc) durante normocapnia normoxica e hipoxia (10%
0,) de ratas (idade P24-26) controle (CTRL) e ratas expostas a fluoxetina (ISRS) durante o

periodo prenatal.
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Figura 28. Valores de temperatura corporal (T¢) durante normocapnia normoxica e hipoxia (10%
03) de ratas (idade P76-82) controle (CTRL) e ratas expostas a fluoxetina (ISRS) durante o

periodo prenatal.

3.4. Efeito da exposi¢do ao ISRS durante o periodo prenatal sobre o ciclo sono-vigilia
relacionado ao tempo total dos episodios (TTE), média do numero dos episodios (NE) e
da durag¢do média dos episodios (DE) durante normocapnia, hipercapnia e hipoxia em

ratos e ratas adultos (P76-82)

3.4.1. Ratos

A Tabela 1 mostra as andlises de sono NREM e vigilia em ratos adultos durante
60 minutos de normocapnia normoxica, hipercapnia (7% CO>) e hipoxia (10% Oy).

Durante normocapnia normoxica, os animais do grupo CTRL e tratados com ISRS
passaram mais tempo em vigilia quando comparado com o SNREM (vigilia CTRL:
71,7% versus SNREM CTRL: 26,5%; vigilia ISRS: 71,9% versus SNREM ISRS: 25,1%
do tempo total, P<0,001), bem como apresentaram uma duragdo dos episddios maior em
vigilia quando comparado com o SNREM (P<0,02). Nao houve diferenca entre os grupos

em nenhuma das variaveis analisadas. Durante o periodo de experimento, os periodos de
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sono com movimento rapido dos olhos (REM) foram curtos ou inexistentes e portanto,
foram excluidos da analise, embora estejam representados na tabela 1.

Durante os 60 minutos de hipercapnia, um animal CTRL e dois animais ISRS nao
entraram em SNREM e foram excluidos da média na tabela. Os ratos de ambos os grupos
passaram menos tempo em SNREM quando comparado com a vigilia durante a exposicao
ao CO; (vigilia CTRL: 85,3% versus SNREM CTRL: 13,3%; vigilia ISRS: 87,1% versus
SNREM ISRS: 3,6% do tempo total, P<0,001) e apresentaram um menor niimero de
episodios de SNREM comparado com a vigilia (P<0,02). A duracdo dos episddios em
SNREM foi menor comparado com a vigilia apenas no grupo ISRS (P=0,044).

Os ratos do grupo CTRL passaram menos tempo em SNREM em hipercapnia do
que em normocapnia normoxica (SNREM em normocapnia normoxica: 26,5% do tempo
total e SNREM em 7% COa: 13,3% do tempo total, P=0,003). Nao houve diferencga
estatistica do grupo ISRS em virtude do baixo niimero de animais, porém houve uma
tendéncia de passarem menos tempo em SNREM (SNREM em normocapnia normoxica:
25,1% do tempo total e SNREM em 7% CO»: 3,6% do tempo total, P=0,390). O nimero
de episodios em vigilia e sono reduziu durante hipercapnia em ambos 0s grupos
comparado com a normocapnia norméxica (P<0,03). Ja a duragdo dos episddios nao foi
alterada, embora haja uma grande variagao dos dados.

Durante a hipdxia, trés animais CTRL ¢ um animal ISRS ndo entraram em
SNREM e também foram excluidos da média na tabela. Durante a hipdxia, os ratos de
ambos os grupos também passaram menos tempo em SNREM do que em vigilia (vigilia
CTRL: 93,6% versus SNREM CTRL: 6,4%; vigilia ISRS: 87,6% versus SNREM ISRS:
11,8% do tempo total, P<0,001) bem como em relagdo a normocapnia normoéxica (grupo
CTRL: SNREM em normocapnia normoxica: 26,5% e SNREM em 10% Oz: 6,4%; grupo

ISRS: SNREM em normocapnia normoxica: 25,1% e SNREM em 10% Oz: 11,8% do
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tempo total, P<0,02); o nimero de episddios em SNREM e vigilia foi menor em hipoxia
do que em normocapnia normoéxica em ambos os grupos (P<0,02), porém nao houve

alteracdo em vigilia em relacdo a SNREM durante a hipoxia.
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Tabela 1. Analises de sono-vigilia de ratos controle (CTRL) e ratos expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal durante normocapnia normoxica, hipercapnia (7%
CO») e hipoxia (10% O»).

MACHOS Normocapnia norméxica

Tempo total dos

Tempo total dos M nimero de Duracio media dos

Tratamento episodios (s) (TTE) episédios (% do espisodios (NE) episédios (s) (DE)
tempo total)
Vigilia
CTRL (n=14)  2667,5 + 149,9 71,7+ 4,0 162+ 1,6 184,0 + 17,6
ISRS (=8)  2676,0 +251,1 71,9+ 6,7 13,9 2,0 261,1 67,9
SNREM
CTRL (n=14)  985,9+137,3" 26,5+3,7 159+ 1,5 779+ 15,0"
ISRS (n=8)  932,0+192,9" 25,1+52" 13,5+2.1 1038 £21,4"
SREM
CTRL (n=3) 145 +£42,9 39412 3+£1,5 71,3+17,0
ISRS (n=3 247+ 18 0,7+ 0,0 13403 21,6+ 1,6
Hipercapnia (7% CO,)
Vigilia
CTRL (n=7)  3173,4+174,5 853447 8,7+2.2° 623,5 +220,9
ISRS (=2)  3240,5+415,5 87,1 +11,2 35+ 1,5 1196,5 + 631,5
SNREM
CTRL (n=7)  495,7+165,0" 133+44" 8,0+23" 66,8 + 18,3
ISRS (n=2) 134,0 + 70,0 3,6+1,9 25+15" 57,5+6,5
SREM
CTRL (n=3) 125 +33,0 34409 1,7+0,3 104,8 + 39,7
ISRS 0 0 0 0
Hipéxia (10% O,)
Vigilia
CTRL (n=5)  3482,8+955" 93,6+2,6" 46+1,7 1385,7 + 597,7
ISRS (=3)  3257,7+ 144,1 87,6 +3,9 6,3+1,8" 657,2 261,6
SNREM
CTRL (n=5)  237,2+953" 64+26" 42+ 1,80" 66,7 + 13,1
ISRS (n=3) 4403 + 142,3"" 11,8+38" 6,3+2,0" 68,9 +2,7
SREM
CTRL 0 0 0 0
ISRS 0 0 0 0

“Significa diferenga estatistica entre vigilia ¢ SNREM do mesmo grupo

#Signifca diferenca estatistica entre normocapnia € 7% CO2 ou 10% O>
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3.4.2. Ratas

A Tabela 2 mostra as analises de sono NREM e vigilia em ratas adultas durante 60
minutos de normocapnia normoxica, hipercapnia (7% CO3) e hipoxia (10% O»).

Durante normocapnia normoxica, os animais do grupo CTRL e tratados com ISRS
passaram mais tempo em vigilia quando comparado com o SNREM (vigilia CTRL: 61%
versus SNREM CTRL: 38,5%; vigilia ISRS: 68,2% versus SNREM ISRS: 31,9% do
tempo total, P<0,02). Nao houve altera¢cdes do niimero ¢ duragdo de episodios entre
vigilia e sono em ambos os grupos bem como nao houve diferenga entre os grupos em
nenhuma das variaveis analisadas. Durante o periodo de experimento, os periodos de sono
com movimento rapido dos olhos (REM) também foram curtos ou inexistentes e,
portanto, foram excluidos da analise, embora estejam representados na tabela 2.

Durante os 60 minutos de hipercapnia, dois animais CTRL e um animal ISRS néo
entraram em SNREM e foram excluidos da média na tabela. As ratas de ambos os grupos
passaram menos tempo em SNREM quando comparado com a vigilia durante a exposicao
ao COy (vigilia CTRL: 78,6% versus SNREM CTRL: 20%; vigilia ISRS: 85,4% versus
SNREM ISRS: 14,1% do tempo total, P<0,001) e apresentaram um menor numero de
episodios de SNREM comparado com a vigilia (P<0,04). Nao houve alteragdes da
duracdo de episddios entre vigilia € sono em ambos os grupos bem como ndo houve
diferenga entre os grupos em nenhuma das variaveis analisadas.

As ratas de ambos os grupos passaram menos tempo em SNREM durante
hipercapnia do que em normocapnia normoxica (grupo CTRL: SNREM em normocapnia
normoxica: 38,5% e SNREM em 7% COx: 20,0%; grupo ISRS: SNREM em normocapnia
normoxica: 31,9% e SNREM em 7% COz: 14,1% do tempo total, P<0,05). O ntimero de
episodios em vigilia reduziu em ambos os grupos (P<0,03) e no grupo ISRS o niimero de

episodios de sono também foi reduzido (P=0,005) durante hipercapnia comparado com a
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normocapnia normoxica. Ja a duracao dos episodios ndo foi alterada, embora haja uma
grande variag@o dos dados.

Em hipoxia, um animal CTRL ndo entrou em SNREM e foi excluido da média na
tabela. Durante a hipoxia, as ratas de ambos os grupos passaram menos tempo em
SNREM do que em vigilia (vigilia CTRL: 78,9% versus SNREM CTRL: 21,7%; vigilia
ISRS: 86,8% versus SNREM ISRS: 13,3% do tempo total, P<0,001). O nimero de
episodios de SNREM foi menor em relacdo a vigilia apenas no grupo ISRS (P=0,032).
Nao houve alteragdes da duracdo de episddios entre vigilia e sono em ambos os grupos
bem como ndo houve diferenca entre os grupos em nenhuma das variaveis analisadas.

As ratas de ambos os grupos passaram menos tempo em SNREM em hipoxia do
que em normocapnia normoéxica (grupo CTRL: SNREM em normocapnia normoxica:
38,5% e SNREM em 10% O2: 21,7%; grupo ISRS: SNREM em normocapnia normoxica:
31,9% e SNREM em 10% O2: 13,3% do tempo total, P<0,003); o numero de episodios
em SNREM e vigilia foram menores em hipoxia do que em normocapnia normoxica
apenas no grupo ISRS (P<0,04). A duragdo dos episddios de SNREM do grupo CTRL

foi menor em hipdxia comparado com normocapnia normoxica (P=0,038).
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Tabela 2. Analises de sono-vigilia de ratas controle (CTRL) e ratas expostas a fluoxetina

(ISRS) durante o periodo prenatal durante normocapnia, hipercapnia (7% CO3) e hipdxia
p p p percap p

(10% O2).
Tratamento Te,mpo total dos Z;::(?gj(::t(izdgs M m,imero de Dura,g:ﬁo media dos
episddios (s) (TTE) tempo total) espisddios (NE) episddios (s) (DE)
Vigilia
CTRL (n=17)  2267,8 +173,6 61,0 +4,7 16,6+ 1,8 174,7 24,7
ISRS (n=12)  2536,3 + 149,1 68,2 +4,0 17,7+2,1 2358 +92,1
SNREM
CTRL (n=17)  1433,9+170,8" 38,5 +4,6" 16,4+ 1,8 145,7 21,5
ISRS (n=12)  1185,6 +150,3" 31,9+4,0" 17,1+2,2 107,9 11,0
SREM
CTRL (n=1) 67 1,8 1 67
ISRS 0 0 0 0
Vigilia
CTRL (n=5)  2922,8 +220,7" 78,6+59" 13,6 32" 350,9 + 141,3
ISRS (n=6)  3164,7 +212,3" 854+59" 75425 1045,5 + 550,3
SNREM
CTRL (n=5)  743,2+197,4" 20,0 53" 12,8+ 32" 82,1+ 16,1
ISRS (=6)  525,3+189,0" 14,151 70+25" 100,8 + 32,6
SREM
CTRL (n=2) 161,5+0,5 43+0,0 2,540,5 942+ 132
ISRS (n=2 61,0 + 42,0 1,6+ 1,1 1,0+ 0,0 61,0 42,0
Hipéxia (10% O,)
Vigilia
CTRL (n=7)  2986,7 + 155,1" 78,9+ 4,6" 113+23 503,0 +233,6
ISRS (n=5)  3227,8 +153,0" 86,8 +4,1" 10,8 +3,4" 407,1 + 90,4
SNREM
CTRL n=7)  752,7+153,5" 21,7+45" 10,9 +2,4 1042 +21,1
ISRS (n=5)  493,2+153,5" 133417 102+3,4" 74,1 £12,5
SREM
CTRL 0 0 0 0
ISRS 0 0 0 0

“Significa diferenga estatistica entre vigilia e SNREM do mesmo grupo

#Signifca diferenca estatistica entre normocapnia € 7% CO2 ou 10% O>
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3.5. Efeito da exposi¢do ao ISRS durante o periodo prenatal sobre a ventilagdo e ciclo

sono-vigilia durante normocapnia normoxica, hipercapnia e hipoxia em ratos e ratas

adultos (P76-82)
3.5.1. Ratos

Os animais que receberam fluoxetina durante o periodo prenatal apresentaram

valores menores de VE (P<0,001) devido a valores menores de Vt (P<0,003) durante a
vigilia e o SNREM (Figura 29) em normocapnia normoéxica. Nao houve diferenca nas

varidveis respiratorias quando se comparou vigilia e SNREM no mesmo grupo.

A hipercapnia induziu um aumento da VE devido a um aumento do Vr e fR em
ambos os grupos (P<0,01) em vigilia (Figura 30). Esta resposta ventilatoria a hipercapnia
também foi observada em SNREM no grupo CTRL (P=0,015), porém nenhum dos
animais ISRS utilizados neste experimento entraram em SNREM durante os registros de
V1 sendo que, dos quatro animais analisados, dois ndo entraram em SNREM durante os
60 minutos de hipercapnia, por isso ndo ha valores representados no grafico. Desta forma,
ainda ndo podemos afirmar que o tratamento com ISRS faz com que os animais ndo
durmam quando expostos ao CO2 uma vez que o nimero de animais ¢ baixo (n=4). A

resposta ventilatoria a hipercapnia foi atenuada durante o SNREM quando comparada aos
valores de VE durante a vigilia no grupo CTRL (P<0,05).

A exposi¢do a hipoxia induziu um aumento da VE devido a um aumento do Vt e

fR em ambos os grupos durante a vigilia (P<0,01) (Figura 31). Durante o sono NREM, o

aumento da VE foi devido a um aumento apenas da fR (P<0,02) sem alterar o V1 em
ambos os grupos. A resposta ventilatoria a hipdxia nao diferiu entre vigilia e sono dentro

do mesmo grupo.
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O tratamento com ISRS induziu a um aumento ainda maior do V1 comparado com

o grupo CTRL (P=0,002) durante a vigilia, sem promover alteragdes na VE.

[J P76-82 MACHOS CTRL (n=18;14)
] P76-82 MACHOS ISRS (n=8;8)
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Figura 29. “Box Plot” demonstrando os valores basais de Vr, fR e VE de ratos adultos controle
(CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal durante a vigilia e sono NREM
em normocapnia normoxica. Na legenda o nimero de animais (n) ¢ apresentado para vigilia e
SNREM respectivamente. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa

diferenca estatistica entre os tratamentos (**P<0,01, ***P<0,001).
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Figura 30. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante
hipercapnia (7% CO,) de ratos adultos controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o
periodo prenatal durante a vigilia ¢ sono NREM. Na legenda o niimero de animais (n) ¢
apresentado para vigilia e SNREM respectivamente. A linha tracejada representa o basal como
sendo 100%. Nao ha valores das variaveis respiratorias do grupo ISRS durante o SNREM. O

simbolo “+” representa a média aritmética dos dados.
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Figura 31. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante hipoxia
(10% 0O,) de ratos adultos controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal durante a vigilia e sono NREM. Na legenda o nimero de animais (n) ¢ apresentado para
vigilia e SNREM respectivamente. A linha tracejada representa o basal como sendo 100%. O
simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. **Significa diferenca estatistica entre os

tratamentos (P<0,01).
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3.5.2. Ratas

Os animais que receberam fluoxetina durante o periodo prenatal apresentaram
valores maiores de fR em ambos vigilia (P<0,001) e SNREM (P=0,015) em normocapnia
normoxica (Figura 32). Nao houve diferenca nas varidveis respiratorias quando se

comparou vigilia e SNREM no mesmo grupo.

A hipercapnia induziu um aumento da VE devido a um aumento do Vr e fR em
ambos os grupos em vigilia e SNREM (P<0,002) (Figura 33). Nao houve diferenca nas
variaveis respiratorias entre vigilia e SNREM no mesmo grupo.

A resposta ventilatoria a hipercapnia foi atenuada durante o SNREM no grupo
ISRS quando comparado com o grupo CTRL (P=0,026) devido a atenuagdo da fR
(P=0,000).

A exposi¢do a hipoxia induziu um aumento da VE devido a um aumento do Vr e

fR em ambos os grupos durante a vigilia (P<0,02) (Figura 34). Durante o sono NREM, o

aumento da VE foi devido a um aumento apenas da fR (P<0,01) sem alterar o Vt em
ambos os grupos. A resposta ventilatoria a hipdxia nao diferiu entre vigilia e sono dentro

do mesmo grupo.

O tratamento com ISRS induziu a uma atenuacao da VE em hipoxia comparada

com o grupo CTRL durante a vigilia (P=0,047).
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Figura 32. “Box Plot” demonstrando os valores basais de Vr, fR e VE de ratas adultas controle
(CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal durante a vigilia e sono NREM
em normocapnia normoxica. Na legenda o nimero de animais (n) € apresentado para vigilia e
SNREM respectivamente. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa

diferenca estatistica entre os tratamentos (*P<0,05, ***P<0,001).
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Figura 33. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante

hipercapnia (7% CO.) de ratas adultas controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o

periodo prenatal durante a vigilia e sono NREM. Na legenda o niimero de animais (n) ¢

apresentado para vigilia ¢ SNREM respectivamente. A linha tracejada representa o basal como

sendo 100%. O simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenga

estatistica entre os tratamentos (*P<0,05, **P<0,01).
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Figura 34. “Box Plot” demonstrando os valores de Vr, fR e VE como % do basal durante hipoxia
(10% Oy) de ratas adultas controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal durante a vigilia e sono NREM. Na legenda o nimero de animais (n) ¢ apresentado para
vigilia e SNREM respectivamente. A linha tracejada representa o basal como sendo 100%. O
simbolo “+” representa a média aritmética dos dados. *Significa diferenga estatistica entre os

tratamentos (P<0,05).
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3.6. Efeito da exposi¢cdo ao ISRS durante o periodo prenatal sobre o numero de neurénios
que expressam tirosina hidroxilase e sobre o numero de neuronios que expressam
serotonina em grupamentos respiratorios de ratos e ratas recém-nascidos (P0-2; P6-8 e

P12-14), juvenis (P24-26) e adultos (P76-82)

3.6.1. P0-2

O tratamento com ISRS ndo afetou o nimero de células marcadas para TH em
nenhum dos grupamentos catecolaminérgicos analisados do tronco encefalico como
também ndo afetou o nimero de células marcadas para serotonina nos nticleos da rafe
analisados do tronco encefalico em ratos (Figura 35) e ratas (Figura 36) recém-nascidos
(PO-2). A densidade em porcentagem (%) de marcagdo de tirosina hidroxilase no Locus
coeruleus (LC) da idade P0-2 também ndo foi afetada pelo tratamento com ISRS em
ambos os sexos. Nao foi possivel fazer analise estatistica da regido rostral das ROB e

RPA uma vez que sé tivemos um animal CTRL que apresentasse estas regides.
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Figura 35. A. Numero de cé¢lulas marcadas para serotonina (5-HT) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratos recém-
nascidos (P0-2) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B.
Numero de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1
(subdividida em medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em
rostral-R e caudal-C) de ratos recém-nascidos (P0-2) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. C. Densidade em % de marcagdo de tirosina hidroxilase (TH)
na regido da A6 medial de ratos recém-nascidos (P0-2) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RP A=rafe pallidus
RDC=rafe dorsal caudal, RP=rafe pontina.
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Figura 36. A. Numero de cé¢lulas marcadas para serotonina (5-HT) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratas recém-
nascidas (P0-2) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B.
Numero de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢io do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1
(subdividida em medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em
rostral-R e caudal-C) de ratas recém-nascidas (P0-2) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. C. Densidade em % de marcagdo de tirosina hidroxilase (TH)
na regido da A6 medial de ratas recém-nascidas (P0-2) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RP A=rafe pallidus
RDC-=rafe dorsal caudal, RP=rafe pontina.

3.6.2. P6-8

O tratamento com ISRS afetou apenas o numero de células marcadas para
serotonina na regido da rafe dorsal caudal (por¢do caudal) em machos. Houve uma
diminui¢do do nimero de células marcadas desta regido (P=0,006) (Figura 37A). O
numero de células marcadas para 5-HT nas outras sub-regides dos nucleos da rafe e nos
grupamentos catecolaminérgicos analisados nao foi afetado pelo tratamento com ISRS
em ratos (Figura 37) e ratas (Figura 38) recém-nascidos (P0-2). A densidade em
porcentagem (%) de marcagdo de tirosina hidroxilase na A6 da idade PO-2 também nédo
foi afetada pelo tratamento com ISRS em ambos os sexos. Nao foi possivel fazer analise

estatistica da rafe dorsal caudal, pontina e A7 em fémeas. Nao obtivemos fatias do tronco
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encefalico de um animal ISRS contendo a RDC, apenas um animal CTRL que

apresentasse as duas regioes e um animal ISRS que apresentasse a RP e a regido A7.
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Figura 37. A. Numero de células marcadas para serotonina (5-HT) por se¢o do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratos recém-
nascidos (P6-8) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B.
Numero de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢io do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1
(subdividida em medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em
rostral-R e caudal-C) de ratos recém-nascidos (P6-8) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. C. Densidade em % de marcacdo de tirosina hidroxilase (TH)
na regido da A6 medial de ratos recém-nascidos (P6-8) controle (CTRL) e expostos a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus
RDC=rafe dorsal caudal, RP=rafe pontina. **Significa diferenca estatistica entre os grupos
(P<0,01).
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Figura 38. A. Numero de cé¢lulas marcadas para serotonina (5-HT) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratas recém-
nascidas (P6-8) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B.
Numero de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1
(subdividida em medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em
rostral-R e caudal-C) de ratas recém-nascidas (P6-8) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. C. Densidade em % de marcagdo de tirosina hidroxilase (TH)
na regido da A6 medial de ratas recém-nascidas (P6-8) controle (CTRL) e expostas a fluoxetina
(ISRS) durante o periodo prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus
RDC-=rafe dorsal caudal, RP=rafe pontina.

3.6.3. P12-14

Os ratos da idade P12-14 tratados com ISRS apresentaram um aumento do nimero
de células marcadas para 5-HT na regido da rafe dorsal caudal (P=0,018) (Figura 39A),
ja as fémeas ISRS da mesma idade apresentaram um aumento do numero de células TH
positivas na regido A7 (P=0,008) (Figura 40B). Nao houve diferenca estatistica entre

grupos com relacdo as demais regioes.
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Figura 39. A. Numero de cé¢lulas marcadas para serotonina (5-HT) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratos da idade
P12-14 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Niimero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por sec¢@o do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e AS (subdividida em rostral-R e caudal-
C) de ratos da idade P12-14 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. C. Densidade em % de marcagéo de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial
de ratos da idade P12-14 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus RDC=rafe dorsal caudal,

RP=rafe pontina. *Significa diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).
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Figura 40. A. Numero de células marcadas para serotonina (5-HT) por se¢o do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratas da idade
P12-14 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Numero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por sec¢@o do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e AS (subdividida em rostral-R e caudal-
C) de ratas da idade P12-14 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. C. Densidade em % de marcagdo de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial
de ratas da idade P12-14 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus RDC=rafe dorsal caudal,

RP=rafe pontina. **Significa diferenca estatistica entre os grupos (P<0,01).

3.6.4. P24-26

Os ratos da idade P24-26 tratados com ISRS apresentaram um aumento do nimero
de células marcadas para 5-HT na regido da rafe obscurus (P=0,026) (Figura 41A), e um
aumento da % de marcacdo TH na A6 medial (P=0,008). Nao houve diferenca estatistica
entre grupos com relacdo as demais regioes. As fémeas ISRS ndo apresentaram alteragdes

no numero de células marcadas em nenhuma das regides estudadas (Figura 42).
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Figura 41. A. Numero de células marcadas para serotonina (5-HT) por se¢o do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratos da idade
P24-26 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Nimero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢do do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e AS (subdividida em rostral-R e caudal-
C) de ratos da idade P24-26 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. C. Densidade em % de marcagdo de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial
de ratos da idade P24-26 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus RDC=rafe dorsal caudal,

RP=rafe pontina. *Significa diferenga estatistica entre os grupos (*P<0,05; **P<0,01).
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Figura 42. A. Numero de cé¢lulas marcadas para serotonina (5-HT) por se¢do do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratas da idade
P24-26 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Numero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢do do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdividida em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e AS (subdividida em rostral-R e caudal-
C) de ratas da idade P24-26 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. C. Densidade em % de marcagéo de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial
de ratas da idade P24-26 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus RDC=rafe dorsal caudal,

RP=rafe pontina.

3.6.5. P76-82

Os ratos da idade P76-82 tratados com ISRS apresentaram um aumento do nimero
de células marcadas para 5-HT na regido da rafe obscurus (P=0,046) e rafe pallidus
(P=0,012), um aumento do numero de células TH positivas na regido da AS (P=0,017) ¢
um aumento da % de marca¢do TH na A6 (P=0,003) (Figura 43). As fémeas adultas ISRS
apresentaram uma diminui¢do do nimero de células positivas para 5-HT na rafe dorsal
caudal (P=0,012) (Figura 44). Nao houve diferenca estatistica entre grupos com relacao

as demais regides em ambos 0s sexos.
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Figura 43. A. Numero de células marcadas para serotonina (5-HT) por se¢o do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratos da idade
P76-82 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Nimero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por sec¢@o do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdivididas em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e AS (subdividida em rostral-R e caudal-
C) de ratos da idade P76-82 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. C. Densidade em % de marcagéo de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial
de ratos da idade P76-82 controle (CTRL) e expostos a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus RDC=rafe dorsal caudal,
RP=rafe pontina. *Significa diferenga estatistica entre os grupos (*P<0,05; **P<0,01).
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Figura 44. A. Numero de células marcadas para serotonina (5-HT) por secdo do tronco encefalico
compreendendo as regides bulbares RMAG, ROB e RPA (subdivididas em rostral-R, medial-M
e caudal-C), regides pontinas RDC e RP (subdivididas em medial-M e caudal-C) de ratas da idade
P76-82 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo prenatal. B. Numero
de células marcadas para tirosina hidroxilase (TH) por se¢@o do tronco encefalico compreendendo
as regides bulbares C3, A2/C2 (subdivididas em medial-M e caudal-C), A1/C1 (subdividida em
medial-M e caudal-C) e regides pontinas A7, A6 rostral e A5 (subdividida em rostral-R e caudal-
C) de ratas da idade P76-82 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. C. Densidade em % de marcagéo de tirosina hidroxilase (TH) na regido da A6 medial
de ratas da idade P76-82 controle (CTRL) e expostas a fluoxetina (ISRS) durante o periodo
prenatal. RMAG=rafe magnus, ROB=rafe obscurus, RPA=rafe pallidus, RDC=rafe dorsal
caudal, RP=rafe pontina. *Significa diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).

A figura 45 ilustra todos os efeitos da exposi¢do prenatal a fluoxetina sobre a

expressdo de 5-HT e TH nas diferentes idades descritas neste item (3.6).
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Figura 45. Fotomicrografias representativas em plano coronal demonstrando os efeitos
da exposi¢do prenatal a fluoxetina (ISRS) na marcagéo para 5-HT (regides RDCm, RDCec,
ROBc e RPAc) e para TH (regides A5, A6 rostral e medial e A7) comparando com o
grupo CTRL de ratos nas idades P6-8, P12-14, P24-26 e P76-82 e de ratas da idade P12-
14 ¢ P76-82. Apenas um lado esta sendo representado nas regides A5, A6 e A7.
Abreviacdes: RDCm: rafe dorsal caudal por¢do medial; RDCc: rafe dorsal caudal por¢do
caudal, ROBc: rafe obscurus caudal, RPAc: rafe pallidus caudal.

Os quadros 3 e 4 sintetizam os principais efeitos observados no presente estudo

nos animais que receberam tratamento de fluoxetina no periodo prenatal.
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Quadro 3: Principais alteragdes observadas em machos que receberam fluoxetina prenatal no desenvolvimento pds-natal.

Normocapnia

. < o . o . ;. .
IDADES norméxica Hipercapnia (7% CO,) Hipoxia (10% O,) Imunohistoquimica (TH e 5-HT)
P0-2 [Menor Vr, maior fR - - Sem alteragdes
P6-8 - - Aumento da fR Menor ntimero de neurénios 5-HT na RDC
P12-14 = - - Maior nimero de neurdnios 5-HT na RDC
. . Aumento da Maior niimero de neurénios 5-HT na ROB
P24-26 \Y \Y%
Menor Vi Aumento acentuado da Ve hiperventilacdo Maior densidade TH na A6 (medial)
Maior niimero de neurénios 5-HT na ROB e RPA
i ilaca Aumento acentuado do
P76-82 Lt IpoEnliace em Maior nimero de neurdnios TH nas A5 e A6

vigilia e SNREM

Vr

(rostral)

Quadro 4: Principais alteragdes observadas em fémeas que receberam fluoxetina prenatal no desenvolvimento pos-natal.

IDADES| ermocapnia | . rcapnia (7% COy) | Hipéxia (10% O,) Imunohistoquimica (TH e 5-HT)
norméxica
P0-2 Menor Vt .Aument.o da~ = Sem alteragdes
hiperventilacdo
P6-8 - - Atenuaqzz)ailozaumento Sem alteragdes
P12-14 = I'Atenua(;e'lo dii - Maior nimero de neurdnios TH na A7
hiperventilacdo
Maior VO Aument
P24-26 |00 T2 Aumento da~ - Sem alteragdes
Maior VE/VO, hiperventilagdo
Maior fR em vigilia| Atenuacdo da VE e fR Atenuagdo da VE , ..
P76-82 - RD
e SNREM durante 0o SNREM durante vigilia Menor niimero de neurénios 5-HT na RDC
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4. DISCUSSAO

A exposi¢do prenatal a um inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina no
periodo de formagdo da rede respiratoria resultou em varios efeitos durante o
desenvolvimento pds-natal. Estes resultados sugerem que a manipulacdo do sistema
serotoninérgico no periodo prenatal altera o desenvolvimento da rede respiratoria do
tronco encefalico e promove efeitos na respiracdo basal como em condi¢des de desafios
respiratorios (hipercapnia e hipoxia). Desta forma, podemos sugerir que as mudangas na
quimiorrecepcao central e/ou periférica observadas apds o tratamento prenatal com ISRS
podem estar relacionadas as alteracdes neuroanatomicas observadas ao longo do

desenvolvimento.

Normocapnia normoxica
Nossos resultados demonstraram que recém-nascidos P0O-2 machos e fémeas
expostos a fluoxetina no periodo prenatal apresentaram um menor Vrt em relacdo aos

recém-nascidos controles, que ndo foram expostos a fluoxetina sem que haja alteragdes
do metabolismo e do equivalente respiratorio VE/ VO, . Os machos P0-2 do grupo ISRS

também apresentaram uma maior fR em relacdo ao grupo CTRL.

A exposi¢do a fluoxetina cessou no dia embrionario (E) 21 quando as bombas
osmoticas ja haviam liberado todo o seu contetido e as maes deram a luz aos filhotes
(entre E21 ¢ E22). Contudo, Capello et al. (2011) demonstraram que uma quantidade
residual de fluoxetina ainda permaneceu nos filhotes até o 3° dia pos-natal. Em relagdo a
outros farmacos da mesma classe de inibidores seletivos de recaptagdo da serotonina
(ISRS), a fluoxetina ¢ um dos ISRS que apresenta o maior tempo de depuracdo do
organismo. Segundo Capello et al. (2011), os fetos de ratos expostos a fluoxetina (quando
fornecida a mae) entre E12 e E21, apresentam uma ocupacdo do SERT pelo inibidor em
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mais de 80% no cortex em E21. A ocupagdo ¢ equivalente ao observado em mulheres
gravidas quando tratadas com fluoxetina. E importante ressaltar que a magnitude de
ocupagdo do SERT ¢ essencialmente equivalente entre maes e fetos. Mesmo quatro dias
apos o nascimento (P4), quando a fluoxetina ndo foi mais administrada na mae, uma alta
ocupagio do SERT ainda foi observada (41 —92%: Capello ez al., 2011). E sabido que os
ISRS agem bloqueando a recaptagdo através do transportador de 5-HT (SERT) e dessa
forma ocorre um aumento das concentragdes de 5-HT nas sinapses, aumentando sua a¢do
nos receptores 5-HT. Na literatura ha um predominio de estudos demonstrando que a
estimulagdo da liberagdo de serotonina endogena bem como exogena através de aplicacdo
de agonistas de receptores serotoninérgicos aumenta o “drive” respiratorio durante o
periodo perinatal, ambos in vivo e in vitro (para revisdo, Hilaire & Duron, 1999;
Richerson, 2004). Estudos sugerem também que a 5-HT participa da manutencdo da
estabilidade respiratoria dos circuitos de controle respiratorio em desenvolvimento
(Hilaire & Duron, 1999; Bou-Flores et al, 2000).

Duncan et al (2010) sugeriram que concentragdes baixas de 5-HT no inicio do
desenvolvimento podem resultar em aumentos compensatorios de neurdénios
serotoninérgicos imaturos seguidos de uma diminuigdo da ligagdo em receptores 5-HTa
e diminui¢do da concentragdo do transportador de 5-HT. Baseado em nossos resultados,
ndo podemos afirmar exatamente como essa plasticidade neural ocorreu, principalmente
pelo fato de ndo termos observado alteragdes na expressao de 5-HT e TH na idade PO-2.
Contudo, ndo avaliamos a expressdo do nimero de receptores para 5-HT, bem como
alteracdes na ligacdo ao receptor, de SERT e concentragdo de neurotransmissores.
Estudos futuros seriam interessantes para aprofundar os possiveis efeitos

neuroanatomicos da exposicao prenatal aos ISRS.
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Camundongos Petl”-e Lmx1b""" que apresentam redugdo de 70% e mais de 99%
dos neuronios serotoninérgicos, respectivamente, demonstraram queda da fR em recém-
nascidos (Hodges et al., 2009). Portanto, podemos sugerir que a exposicao prenatal ao
ISRS tenha promovido um efeito no controle respiratorio de animais PO-2 através da acao
direta e/ou indireta da serotonina em neurdnios respiratorios, como também a ocorréncia
de uma plasticidade neural durante o periodo critico embrionario do desenvolvimento do
sistema de controle respiratorio (E16-E17) (para revisdo Greer et al., 2006).

Ptak et al (2009) revelaram que existe uma interconexao entre os neurdnios da
rafe obscurus e a regido do complexo pré-Botzinger (pré-BotC). De acordo com os
autores, a atividade motora inspiratoria ¢ dependente da liberagdo de 5-HT e substancia
P nos neurdnios do pré-BotC in vitro em fatias do bulbo de P0-3, especificamente atuando
em receptores 5-HT2a2c, 5-HT4 e NK-1, respectivamente. Ja foi relatada na literatura uma
interconexdo entre o nucleo pré-BotC e os sistemas catecolaminérgicos do tronco
encefalico como A6 e AS5, exercendo uma modulagdo excitatoria e inibitdria
respectivamente, no gerador do ritmo respiratorio (Zanella ef al., 2005). Sugerimos que
esta conexdo entre neurdnios serotoninérgicos e catecolaminérgicos com areas
importantes do controle do ritmo respiratorio pode estar afetada nos animais recém-
nascidos ISRS para causar essa redu¢do do Vr e aumento de fR sem ter afetado o nlimero
de neurodnios que expressam 5-HT e TH nesta idade.

Além dos efeitos da fluoxetina no Vr e fR dos animais P0-2, realizamos testes de
reflexos de mastigacdo e endireitamento em animais PO cinco horas apds o nascimento
para avaliar a fun¢do motora. Quando as fun¢des de mastigagdo e degluticdo ndo estdo
adequadas, existe uma limitacdo ao ato de se alimentar (Park et al,, 2009). De forma
interessante, as fémeas recém-nascidas que foram expostas a fluoxetina mastigaram mais

vezes por minuto do que fémeas CTRL e do que machos do grupo ISRS. Os neur6nios

151



geradores de padrio para a mastigacdo estdo localizados no tronco encefélico (Dellow &
Lund, 1971; Nozaki ef al., 1986; Lund & Kolta, 2006), e sio modulados por projecdes
serotoninérgicas em areas corticais envolvidas com a mastigacdo (Chandler et al., 1985),
sendo que a inje¢do do agonista serotoninérgico, quipazina, nestas areas corticais aumenta
o niamero de movimentos de mastigacdo em cobaias adultas. Portanto, as fémeas ISRS
podem estar com essas projecdes serotoninérgicas aumentadas para essas areas corticais.

Todos os animais machos utilizados no presente estudo ndo apresentaram
alteracdo na massa corporal, como também ndo houve um efeito do ISRS sobre a curva
de crescimento poés-natal, entretanto fémeas jovens e adultas expostas a fluoxetina
prenatal apresentaram uma menor massa corporal comparada com as fémeas CTRL. Em

relagdo as fémeas jovens, podemos observar um aumento do VO,, desta forma, esse

menor peso pode estar relacionado ao maior metabolismo. Adicionalmente, sabe-se que
os receptores para 5-HT estdo envolvidos na regulagdo do apetite e ingestdo de alimentos
(Lam et al., 2010), em particular os receptores 5-HT2c que estdo principalmente
localizados no hipotdlamo. Agonistas de 5-HT>c reduziram a ingestdo de alimentos em
roedores e estes efeitos foram revertidos com antagonistas destes receptores (Kennett &
Curzon, 1988; Kitchener & Dourish, 1994; Martin et al, 1998; Schreiber & De Vry,
2002). Varios estudos demonstraram que alteracdes na atividade serotoninérgica central
foi encontrada em humanos obesos, primatas ndo humanos e roedores (Mori et al., 1999;
De Fanti et al, 2001; Sullivan et al., 2010). Desta forma, especulamos que de alguma
forma a exposi¢@o prenatal a fluoxetina pode ter afetado o sistema serotoninérgico que
projeta para o hipotalamo desencadeando em fémeas jovens e adultas mais magras. Mais
estudos seriam necessarios para entender de que forma os ISRS poderiam interferir no

apetite e ingestdo de alimentos.
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Embora um dos efeitos colaterais da terapia com fluoxetina em mulheres nao
gravidas e homens seja a perda de massa corporal, em mulheres gravidas a perda de massa
corporal na mae pode limitar o crescimento fetal. De fato, mulheres que tomaram
fluoxetina durante a gravidez (principalmente no ultimo trimestre) deram a luz a bebés
com uma menor massa corporal (Chambers ef al., 1996). Embora no presente estudo as
fémeas jovens e adultas expostas a fluoxetina prenatalmente apresentassem uma reducdo
da massa corporal, quando recém-nascidas ndo houve diferenga com relagdo aos animais
CTRL, da mesma forma que em machos recém-nascidos.

Os machos do grupo ISRS exibiram um tempo maior de endireitamento do que
machos CTRL. Este atraso corrobora estudos de Deiro et al (2006; 2008) que
identificaram um atraso no desenvolvimento dos reflexos em ratos expostos a sertralina
ou citalotram no periodo poés-natal (P1-21). Diferentemente, Kroeze et al. (2016) também
avaliaram o reflexo de endireitamento em ratos que foram expostos a fluoxetina durante
o periodo perinatal (E11 até PN 7, 12 mg/Kg/dia) e ndo observaram diferenga entre os
grupos ao longo do desenvolvimento, embora tenham observado um aumento da laténcia
do reflexo de endireitamento nos dias P7 e 9 utilizando o teste geotaxico negativo.

A exposicdo prenatal a fluoxetina ndo afetou a ventilacdo basal dos animais da
idade P6-8 e P12-14 em ambos os sexos. Bravo et al. (2016) também ndo observaram
modifica¢des na ventilagdo basal de recém-nascidos P8 submetidos a fluoxetina prenatal.
Em contrapartida, houve uma diminui¢@o da expressdo de 5-HT na rafe dorsal caudal em
machos P6-8 ¢ um aumento da expressdo de 5-HT também na rafe dorsal caudal em
machos P12-14.

Sabe-se que a rafe dorsal (RD) esta envolvida na modulagdo do medo e ansiedade
sendo a maior fonte de projecdes serotoninérgicas para estruturas limbicas (Azmitia &

Segal, 1978; Descarries et al., 1982; Vertes, 1991). A estimulagdo da RD através de
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injecdo de agonista de receptor glutamatérgico induz efeitos panicoliticos e ansiogénicos
(Pobbe & Zangrossi, 2005). Deste modo, estas alteragdes observadas no numero de
neuronios que expressam 5-HT da RD poderiam estar mais relacionadas com alteragdo
de comportamento dos animais. Entretanto, no presente estudo o comportamento nao foi
avaliado.

As fémeas ISRS da idade P12-14 apresentaram uma maior expressao de TH na

A7, porém esta alteracdo ndo afetou a ventilagdo basal desses animais. Machos da idade
P12-14 de ambos os grupos apresentaram os menores valores basais de VE e do

equivalente respiratério ( VE/ VOZ) comparado com as idades anteriores. Em contraste,

as fémeas P12-14 ndo apresentaram mudangas na ventilagdo em relagdo as idades
anteriores. Estes resultados corroboram o estudo de Holley ez al. (2012), porém os autores
compararam a idade P12-13 com P10-11 e P14-15. Segundo o grupo de Liu & Wong-
Riley (2006), existe um periodo critico no desenvolvimento do sistema respiratorio,
considerado como sendo 12 dias apds o nascimento (P12), quando as concentracdes de
triptofano hidroxilase (TPH), enzima que catalisa a formacao de 5-HT, e do transportador
de serotonina (SERT ou 5-HTT), dentre outras alteragdes em outros sistemas de
neurotransmissores, caem abruptamente e permanecem baixas até P21 em nticleos do
tronco encefalico envolvidos com controle respiratorio (Wong-Riley & Liu, 2005; Liu &
Wong-Riley, 2006; Liu & WongRiley, 2010a,b). Entretanto, os animais ndo foram
separados pelo sexo nestes estudos, o que traz um diferencial em nosso estudo, uma vez
que existem diferengas sexo especificas na ventilagdo basal exatamente neste periodo
critico do desenvolvimento. Em fémeas, os menores valores de VE foram observados na
fase adulta.

Os efeitos do tratamento com ISRS podem variar entre as idades, estagios de

desenvolvimento e sexo. Segundo Hansoon ef al. (1998) e Zhou et al. (2000), a janela de
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amadurecimento do SNC ¢ até P40, portanto, os estagios até esta idade estdo vulneraveis
as alteracdes neurobiologicas. De forma interessante, a exposi¢do prenatal a fluoxetina

promoveu efeitos em longo prazo na respiracao basal. Em ratos jovens do grupo ISRS, a

VE basal foi menor comparado com animais CTRL, sem que seja considerada uma
hipoventilagdo. Ja as fémeas jovens do grupo ISRS apresentaram uma taxa metabodlica
basal mais acentuada sem alteragdes na respiragdo basal. Esse aumento de V02 pode

estar relacionado com alteragdo da atividade do tecido adiposo marrom (TAM).
Sugerimos a importancia da 5-HT na via de ativacdo do TAM fazendo com que esses
animais mantenham o metabolismo mais alto. Um estudo de da Silva et al. (2015)
demonstrou que ratos tratados com fluoxetina de P1 até P21 e avaliados aos 60 dias,
apresentaram aumento do consumo de oxigénio e da atividade do TAM, avaliado pelo
aumento da atividade da proteina desacopladora de protons (UCP). Embora nosso estudo
demonstrou um efeito no metabolismo em fémeas apenas, devemos considerar que os
autores utilizaram um protocolo de exposi¢ao a fluoxetina e a idade avaliada diferentes
em relacdo ao presente estudo. O importante ¢ considerar que alteragdes do sistema
serotoninérgico na fase do desenvolvimento podem afetar a via de ativagdo do TAM.
Em ratos, o pico de testosterona neonatal (e seu metabdlito estradiol) ocorre no
dia embrionario 18 e nas primeiras horas apos o nascimento (Weisz & Ward, 1980; Rhoda
et al., 1984), e ¢ a testosterona responsavel por estabelecer o dimorfismo sexual dos
circuitos cerebrais que controlam processos fisiologicos e comportamentais (Clarkson &
Herbison 2016). Em contrapartida, o encéfalo de ratas em desenvolvimento estd exposto
a concentragdes menores de testosterona e estradiol circulantes (Wilson & Davies, 2007).
O estradiol exerce efeitos nas varidveis respiratorias e metabolicas em ratos recém-
nascidos (Doan et al., 2004). Em relagdo a progesterona (PR), estudo de Bayliss &

Millhorn (1992) demonstraram que agonista de receptor deste hormoénio aumentou a
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atividade do nervo frénico e consequentemente da frequéncia respiratoria. Embora a
expressdo de receptores nucleares para PR seja significativamente baixa em ntcleos
respiratorios do tronco encefalico, a PR poderia atuar na liberagdo da serotonina nesses
nucleos por vias ndo gendomicas.

Na fase recém desmame (P21-25), tanto ratos quanto ratas apresentam baixas
concentragdes circulantes de estradiol e testosterona (Dohler & Wuttke, 1975).
Adicionalmente, fémeas ndo apresentam as grandes flutuagdes nas concentragdes de
estrogeno e progesterona que poderiam influenciar a expressao de receptores de estrogeno
e de outros neurotransmissores (Haywood ef al., 1999). Entretanto, existe um dimorfismo
sexual na expressdo de receptores para estrogeno o e § em regioes cardiorrespiratorias do
tronco encefalico como a regido do NTS, nucleo motor do hipoglosso, nicleo motor
dorsal do vago (Schlenker & Hanson, 2006) em ratos e ratas recém desmamados.
Sugerimos que as diferengas hormonais ente machos e fémeas e o dimorfismo sexual na
expressdo de receptores para horménios desde o nascimento possam influenciar as
diferengas nas respostas ventilatorias observadas ao longo do desenvolvimento.

Adicionalmente ao efeito na ventilagdo, os ratos jovens do grupo ISRS
apresentaram um maior nimero de neurdnios que expressam 5-HT na regido da rafe
obscurus e também um aumento na densidade de neurdnios positivos para TH na regido
do Locus coeruleus (grupamento A6). Estudos sdo necessarios para entender de que
forma estas alteragcdes neuroanatomicas poderiam influenciar a resposta ventilatoria
desses animais e somente em machos. Porém, dados de Manaker et al. (1992) sugeriram
que a rafe caudal (bulbar) pode ser uma regido importante de acdo dos hormonios
esteroides sexuais no controle respiratdrio, uma vez que seus neurénios serotoninérgicos
expressam imunorreatividade para receptores a de estrogeno e inervam os motoneuronios

do hipoglosso e frénico, mais especificamente os neurdnios 7Tacl-Petl da rafe obscurus,
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que sintetizam serotonina e substincia P (Yamashita et al, 2017). Se existe uma

correlacdo direta com a reducao da VE observada, ndo podemos dizer que o aumento do
nimero de neurdnios que expressam 5-HT na ROB esta relacionado com um aumento da
atividade destes neurénios. Uma associa¢do pode ser feita com casos de SIDS em que foi
detectado uma redugdo na ligagao a receptores 5-HT1a em neuronios serotoninérgicos do
bulbo que foi associado a um aumento do ntmero e densidade de neurdnios
serotoninérgicos, porém morfologicamente imaturos, apresentando também redugdo na
ligacdo do SERT comparado com o numero de células presentes (Kinney et al., 2009).
Com relacdo as alteracdes observadas na densidade dos neurdnios da A6, sugerimos que
a maior contribui¢do desta regido em animais expostos a fluoxetina prenatalmente seja
durante a hipercapnia discutida no proximo topico.

Ratos adultos nos quais a mae foi tratada com fluoxetina apresentaram uma

hipoventilacao devido a valores atenuados de VE e Vr basais. Ja as fémeas adultas
expostas a fluoxetina prenatalmente apresentaram uma fR aumentada em relacdo a ratas
CTRL. No entanto, esta diferenca s6 pode ser observada quando as analises foram
separadas nos periodos de sono e vigilia, o que demonstra o quanto essa discriminagdo ¢
importante quando estudamos o controle da ventilagdo. Vdrias alteracdes
neuroanatomicas foram observadas nos ratos adultos ISRS: um aumento do numero de
neurdnios que expressam 5-HT na rafe obscurus e pallidus, um aumento do nimero de
neurdnios que expressam TH na A5 e na porgdo rostral da A6. Ja as fémeas adultas ISRS
apresentaram uma redugdo do nimero de neurdnios que expressam 5-HT na rafe dorsal
caudal. Estas alteracdes neuroanatdmicas comprovam que a exposicdo prenatal a
fluoxetina promoveu uma neuroplasticidade em longo prazo de regides envolvidas com

o controle respiratorio do tronco encefalico. Estas alteragdes foram sexo especificas e
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demonstram a importancia da conexao dos sistemas serotoninérgico e noradrenérgico e
seus envolvimentos na modulagdo da ritmogénese respiratoria.

Em adultos sabe-se que os hormdnios ovarianos juntos, estradiol e progesterona
potencializam a respiragdo (Bayliss et al., 1990). Mais ainda, estudos demonstraram que
existe dimorfismo sexual com relacdo a expressdo de receptores para estrogeno na regido
do LC. De acordo com Behan et al. (2003) e Seebart et al. (2007), ratas apresentaram
mais serotonina e maior imunorreatividade para receptores 5-HT2a em nucleos
respiratorios motores. No presente estudo, podemos notar que todos os efeitos da
fluoxetina prenatal observados no padrao respiratorio e metabolismo foram diferentes ao

longo do desenvolvimento e sexo dependentes.

Hipercapnia

Em relagdo ao desenvolvimento da quimiossensibilidade central, a resposta
ventilatéria ao CO; mostra-se ndo estavel durante as primeiras semanas apds o
nascimento (Putnam ez al., 2005; Greer, 2012). De acordo com prévios estudos de
Stunden et al. (2001), a resposta a hipercapnia ¢ elevada em ratos com idade P1-5,
ocorrendo uma grande redu¢do em animais P8-10 (Wickstrom et al., 2002), até que se
eleva novamente em animais com idade P16-21, quando acredita-se alcangar niveis ja
encontrados em animais adultos. A resposta ventilatoria a hipercapnia durante o periodo
neonatal ocorre principalmente por um aumento no Vt, uma vez que a fR altera muito
pouco (Saiki & Mortola, 1996; Stunden et al., 2001). Outros estudos tém encontrado
diferentes padrdes de respostas, como diferenca entre as duas variaveis respiratorias Vre
fR na contribuicdo da resposta ventilatoria, bem como na intensidade da resposta
ventilatoria a hipercapnia (Bamford et al., 1996; Abu-Shaweesh et al., 1999; Serra et al.,

2001; Wickstrom et al, 2002). No entanto, deve ser ressaltado que diferentes
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concentracoes de CO,, assim como neonatos com diferentes idades, resultam em
diferentes respostas ventilatorias.

O presente estudo também demonstrou alteragdes da resposta ventilatoria ao CO»
ao longo do desenvolvimento. Todas as idades de ambos os grupos e sexos apresentaram
uma hiperventilacdo induzida por hipercapnia, com variacdes de quais variaveis
respiratorias contribuiram para essa hiperventilagdo ao longo do desenvolvimento.
Animais P0-2 de ambos os grupos e sexos apresentaram um hiperventilagao induzida por
hipercapnia devido a um aumento do Vr e fR. Machos P6-8 reduziram a fR em
contrapartida ao aumento do Vr no grupo CTRL, ja os machos ISRS ndo alteraram a fR
durante hipercapnia, mas a hiperventilagdo foi devido ao aumento do V. A fR de fémeas
P6-8 nao foi alterada pela hipercapnia. A partir de P12-14 a hiperventilacao induzida por
hipercapnia foi uma combina¢ao do aumento do Vt e fR.

A maior resposta ventilatoria ao CO» foi atingida em P12-14 e manteve-se até a
fase adulta em ambos os sexos. A hipercapnia ndo causou alteragdes na taxa metabolica
em machos como observado previamente (Jennings 1979, Mortola & Lanthier 1996, Saiki
& Mortola 1996, Putnam et al., 2005). Contudo, as fémeas apresentaram uma queda de

VO, frente a hipercapnia em todas as idades e em ambos os grupos, exceto na idade

jovem e adulta do grupo CTRL. Houve uma redu¢@o da temperatura corporal induzida
por hipercapnia em animais jovens e adultos de ambos os sexos. Esses dados corroboram
estudos anteriores que demonstraram que a exposi¢ao ao CO2 causa uma diminui¢do da
temperatura corporal devido a perda de calor durante hiperpnéia e do efeito vasodilatador
do CO; (Lai et al., 1981; Saiki & Mortola, 1996; Barros et al., 2004; Vicente et al., 2016).
Adicionalmente, camundongos expostos a 10% ou mais de CO, apresentaram uma
completa inibigdo da termogénese (Pepelko & Dixon, 1974). Sugerimos que a queda da

temperatura corporal em fémeas seja uma queda regulada pois apresentaram uma redugdo
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do VOZ, e ndo somente um efeito consequente da perda de calor por hiperpnéia e

vasodilatagdo. Sabe-se que a hipercapnia aumenta a atividade dos neurdnios da area
preoptica do hipotdlamo anterior, importante regido para o controle da temperatura
corporal (Tamaki & Nakayama, 1987). O tratamento com fluoxetina prenatal ndo alterou
a queda de temperatura induzida por hipercapnia nos animais jovens e adultos de ambos
0S SeXO0s.

A exposi¢do a fluoxetina prenatal promoveu alteragdes sexo-especificas da
resposta ventilatoria ao COz em longo prazo. Os ratos ISRS das idades P0-2, P6-8 e P12-
14 ndo tiveram alteragdes da resposta ventilatoria ao CO>. J4 os ratos jovens ISRS
apresentaram uma resposta ventilatoria 25% maior ao CO2 em relag@o aos jovens CTRL
devido a um maior aumento do Vr. Sugerimos que exista uma correlagdo com as
altera¢des neuroanatomicas observadas nesta idade, uma vez que a exposigdo a fluoxetina
prenatal aumentou a densidade de neur6énios que expressam TH na regido do LC (A6).
Mais de 80% dos neurdénios noradrenérgicos do LC s@o quimiossensiveis ao COo,
respondendo a hipercapnia com um aumento da taxa de disparo (Pineda & Aghajanian,
1997; Oyamada et al., 1998; Filosa et al., 2002; Johnson et al., 2008). Estudos de nosso
laboratério demonstraram a importidncia dos neurdnios noradrenérgicos do LC no
aumento da ventilagdo induzido por hipercapnia através de experimentos com lesdo
bilateral do LC utilizando inje¢des de 6-OHDA (Biancardi et al., 2008) e toxina SP-SAP
(De Carvalho et al, 2010). Biancardi et al. (2008) observaram que uma reducdo de
aproximadamente 80% dos neurdnios noradrenérgicos do LC foi associada uma
atenuacgao de 64% da resposta ventilatoria a hipercapnia. Além disso, existe uma interagao
funcional entre os sistemas serotoninérgico e noradrenérgico do LC. O LC recebe densa
inervacdo dos nucleos serotoninérgicos (Berridge & Waterhouse, 2003; Imai et al., 1986;

Pickel et al., 1977), especialmente o nucleo dorsal da rafe (Pudovkina et al.,, 2001), e
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também expressa os transportadores de recaptagdo de 5-HT (SERT) (Hrdina et al., 1990).
Estimulacdo dos neurdnios serotoninérgicos causa redugdo da atividade dos neurdnios
noradrenérgicos do LC em ratos adultos (Segal, 1979), e a 5-HT causa um efeito oposto
na atividade desses neurdnios em ratos e ratas recém-nascidos (Biancardi et al., 2015),
enquanto que o LC exerce um efeito excitatério sobre os neurdnios da rafe dorsal
(Vandermaelen & Aghajanian, 1983; Szabo & Blier, 2001). Mais ainda, Darling et al.
(2011) injetaram citalopram (também pertencente a classe dos ISRS) subcutaneamente
em recém-nascidos do dia P1 A P10 e observaram um aumento na taxa de disparo dos
neuronios do LC e da densidade e intensidade de neurdnios noradrenérgicos desta regido
em ratos adultos, sem alteracdes em fémeas. Além do envolvimento dos neurénios do LC
no controle respiratério, sua ligacdo anatomica e funcional com estruturas corticais e
limbicas explicam sua participacdo em diversas manifestagoes de panico e ansiedade
(Lauterbach et al., 2003; Tanaka et al., 2000; Nutt et al., 1990; Stanford, 1995). Varios
estudos tém sustentado a idéia de que humanos com distirbios de panico e ansiedade
apresentam uma hipersensibilidade do sistema de quimiorrecepgdo ao CO> (Perna et al.,
1996; Bellodi et al., 1998; Coryell et al, 2001; Battaglia et al., 2007). De maneira
interessante, um aumento da atividade dos neurdnios noradrenérgicos do LC foi relatado
em pacientes com sindrome do panico e ansiedade (Coplan et al., 1997; Sullivan et al.,
1999).

A exposicao prenatal a fluoxetina também promoveu um aumento do numero dos
neurdnios que expressam 5-HT na rafe obscurus (ROB) de ratos jovens. Erlichman et al.,
(2009) relataram que varias células da rafe obscurus sao sensiveis ao CO2 e muitas delas
intrinsicamente quimiossensiveis. Embora a resposta intrinseca ao CO; tenha sido
inibitdria, parece que projecdes sinapticas excitatorias para a ROB sustentam sua ativacao

frente exposi¢do a hipercapnia (Erlichman et al., 2009).
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Quando a 5-HT ¢é aumentada cronicamente na rafe bulbar de ratos adultos através
de microdialise de fluoxetina, a resposta ventilatoria ao CO também ¢ facilitada (Taylor
et al., 2004). De acordo com Bravo et al. (2016), este efeito da 5-HT cronica pode ser
resultado da dessensitizagdo de receptores 5-HTia, levando a um aumento da taxa de
disparo dos neurdnios da rafe bulbar contribuindo para o aumento da resposta ao COs,
Além disso, receptores 5-HT1a estdo amplamente distribuidos pelo tronco encefalico em
regides respiratorias como pré-BotC, RTN/pFRG, NTS e nucleo do hipoglosso (Liu &
Wong-Riley, 2010) e poderiam contribuir com a resposta ventilatoria ao CO». A ativagdo
de neuronios da rafe pode também alterar a expressao de receptores 5-HT pos-sinapticos
em neuronios 5-HT e ndo serotoninérgicos na rede respiratoria.

Baseado em todas essas evidéncias sugerimos que a exposicdo prenatal a
fluoxetina altera a conex@o de neurdnios serotoninérgicos da RD com o LC a ponto de
promover uma plasticidade nos neurdnios noradrenérgicos do LC, aumentando sua
densidade e consequentemente promovendo um efeito adicional a resposta ventilatoria ao
COs. Adicionalmente, alteragdes dos neurdnios da ROB podem também contribuir para
esta resposta. Sugerimos também que este aumento da expressdo de TH no LC e resposta
aumentada ao CO; em ratos jovens expostos a fluoxetina poderiam favorecer a ocorréncia
de sindromes do panico e ansiedade.

Em contrapartida, os ratos adultos expostos a fluoxetina no periodo prenatal
apresentaram alteragdes neuroanatomicas nas regides: A5, A6, ROB, RPA ¢ essas
altera¢des ndo alteraram a resposta ventilatoria ao CO». Se todas essas regides estdo mais
ativas em virtude do aumento da expressdo de TH e 5-HT, o resultado final seria um
aumento da resposta ventilatoria ao COs, pois sdo regides estimuladas pelo CO»
(Biancardi et al., 2008; de Carvalho et al., 2010; da Silva et al., 2011; Taxini et al., 2011).

Sugerimos que, diferente dos jovens, a resposta ventilatoria ao CO2 ja esteja no seu
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maximo, mesmo que os neurdnios destas regides estejam mais ativados no grupo ISRS,
ndo haveria um aumento adicional na resposta ao COx.

De forma interessante, as ratas que foram expostas a fluoxetina prenatalmente
apresentaram alteracdes da resposta ventilatéria ao COz ao longo de todo o
desenvolvimento. As ratas recém-nascidas P0O-2 expostas a fluoxetina apresentaram um
aumento de 21,7% da hiperventilacdo induzida por hipercapnia. Nao houve alteragdes na
resposta ventilatoria ao CO2 em ratas P6-8. A idade P12-14 apresentou uma atenuagao de
21,4% da hiperventilagao induzida por CO: devido a uma atenuag¢do do Vre da fR. Nos
animais juvenis houve um aumento de 18,1% da hiperventilagdo induzida por CO:
também devido a um aumento do V1. Na idade adulta, os animais apresentaram uma
atenuagao de 14,4% do aumento do Vg induzido por hipercapnia devido a uma atenuagao
da fR.

Segundo Cerpa et al (2017), a resposta quimiossensivel no inicio do
desenvolvimento ndo parece depender muito dos neurénios serotoninérgicos, e sim de
neurdnios quimiossensiveis de outras regides, como do RTN (Ramanantsoa et al., 2011;
Kumar et al., 2015; Ruffault et al., 2015), LC (Pineda & Aghajanian, 1997; Johnson et
al., 2008), NTS (Dean et al., 1990) ou dos quimiorreceptores periféricos. De fato, Wang
& Richerson (1999) observaram um aumento do indice de quimiossensibilidade ao CO»
em neurdnios ventromediais do bulbo ao longo das primeiras semanas pds-natais em
preparacdo in vitro de ratos. Na idade P3, 70% dos neurdnios da rafe ndo responderam a
uma acidose in vitro através de registro de “whole cell”, embora ndo houvesse mengéo ao
sexo dos animais (Cerpa et al.,, 2015). Mais ainda, Brust ef al. (2014) descobriram que a
porcentagem de neurdénios 5-HT bulbares que sdo quimiossensiveis aumentou juntamente
com o aumento da resposta ao CO2 em preparagdo in vitro na idade de P23-26 em

comparagdo com P14-18. Camundongos Lmx1b""?, em que quase todos os neurdnios
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serotoninérgicos nao se desenvolvem, ndo apresentaram uma resposta ventilatoria ao CO»
diferente de animais controle até P12. Ja em P21 a resposta ventilatéria ao CO2 foi 50%
menor, o que ¢ similar ao observado em camundongos adultos (Hodges et al., 2008).
Esses dados indicam que os neurdnios 5-HT ndo participam da resposta ventilatoria ao
CO; até depois de P12 (Cerpa et al., 2017). Adicionalmente, a resposta ventilatoria ao
CO:z pode ser revertida por infusdo intracerebroventricular de 5-HT indicando que a 5-
HT pode atuar em regides quimiossensiveis ndo serotoninérgicas como o RTN, NTS e
LC bem como pode aumentar a neurotransmissdo sinaptica de vias que recebem
aferéncias de quimiorreceptores periféricos (Richerson, 2004; Teran et al., 2014).

Baseado nas evidéncias acima, os efeitos observados na resposta ao COz em
fémeas ao longo do desenvolvimento sugerem que a alteragdo da 5-HT na vida uterina
desencadeou uma plasticidade em outras regides respiratérias quimiossensiveis ou que
modulam regides quimiossensiveis envolvendo outros sistemas que ndo os
serotoninérgicos. Surpreendentemente, ndo houve alteragdes neuroanatdémicas em
nenhuma das regides estudadas em fémeas da idade PO-2 até a fase jovem, exceto em
ratas da idade P12-14, a regido A7 apresentou uma maior expressdo de TH no grupo
ISRS. Damasceno et al. (2014) demonstraram, em ratos adultos denervados anestesiados
com uretano, que a inibicdo da regido Kolliker Fuse (KF) com muscimol reduziu o
aumento da atividade do nervo frénico induzido por aumento das concentragoes de COa,
porém ndo viram especificamente o papel dos neurénios da A7 presentes na regido KF.
Até o presente momento nao ha estudos na literatura que tenham lesado especificamente
a regido A7 para saber se esta regido participa da ventilacdo basal e/ou das respostas
ventilatorias a hipercapnia e hipoxia.

Sugerimos que outras alteracdes neuroanatomicas também podem ocorrer, como

alteracdo de numero, ligacdo ou dessensitizacdo de receptores em areas que recebem
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projecgdes serotoninérgicas como por exemplo o LC, pré BotC, NTS. Mais estudos seriam
interessantes para investigar possiveis alteracdes neuroanatdmicas e mecanismos de

como a exposicao a fluoxetina interfere na rede respiratoria do tronco encefalico.

Hipoxia
Em machos do grupo controle, a hipoxia (10% Oz) promoveu um aumento da VE

de forma crescente atingindo valores maiores na idade P12-14 que foi igual aos valores

encontrados para os animais P76-82, porém os animais jovens ndo responderam a hipoxia

com aumento de VE. As varidveis respiratorias apresentaram flutuagdes ao longo do
desenvolvimento como resposta a hipoxia. Ratos recém-nascidos P0-2 apresentaram um
aumento da fR, P6-8 um aumento no VT, P12-14 ¢ P76-82 um aumento de ambos VT e
fR em ambos os grupos, € os jovens com um aumento do Vr. J4 os animais que foram
expostos a fluoxetina no periodo prenatal, exceto os animais ISRS P0-2, responderam de
forma diferente, os P6-8 aumentaram a fR em adicdo ao aumento do Vt, embora este

aumento ndo seja diferente significativamente em relagdo ao grupo CTRL, e os jovens

ISRS responderam com um aumento da VE e um aumento adicional ao Vr que foram
diferentes do grupo CTRL.

As fémeas de todas as idades do grupo CTRL apresentaram uma hiperventilacao
induzida por hipdxia devido a um aumento do Vr e fR, exceto na fase adulta que ndo

houve alteragdo do VT em ambos os grupos. As ratas recém-nascidas P0O-2 do grupo ISRS

ndo alteraram a VE, Vr e fR quando expostas a hipoxia, e as ratas jovens s6 aumentaram
o Vr frente a hipoxia, porém estes efeitos nessas duas idades ndo foram diferentes quando
comparados ao CTRL. Ja as fémeas P6-8 tiveram uma atenuagdo do aumento da fR

induzido por hipoxia comparado com o grupo CTRL, as jovens apresentaram uma
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atenuacao da VE e as ratas adultas uma atenuacdo da fR e do equivalente respiratorio.
Assim como os machos, as fémeas das idades P12-14 e P76-82 apresentaram a maior
resposta ventilatoria a hipoxia.

Os quimiorreceptores carotideos mediam substancialmente a maior parte da
resposta ventilatoria a hipoxia, o que tem sido encontrado em vérias espécies que foram
estudadas até agora. No entanto, no momento do nascimento os quimiorreceptores
periféricos sdo relativamente insensiveis a hipoxia e comecam a apresentar uma leve
sensibilidade as baixas concentracdes de Oz nos primeiros dias ou semanas apos o
nascimento (Sterni et al.,, 1999), o que resulta em uma baixa resposta ventilatoria via
quimiorrecepcao periférica (Liu et al, 2009). Adicionalmente, o corpo carotideo nao
apresenta uma contribui¢ao significativa para a respiracdo durante a vida fetal, apesar de
o feto estar em condig@o hipoxica, com uma PaO; de 25 mmHg (Blanco et al., 1984), a
sua atividade ndo € necessaria para o estabelecimento da respiragdo ritmica ao nascimento
(Jansen et al, 1981). Durante o periodo pods-natal, existe um aumento gradual na
quimiossensibilidade a hipoéxia com uma alteracdo no limiar hipoxico para 55 mmHg
(Blanco et al., 1984; Kholwadwala & Donnelly, 1992; Bamford et al., 1999; Gauda et al.,
2004).

A resposta ventilatoria a hipoxia estabiliza quando os recém-nascidos atingem a
idade P8 e se mantém constante até P16-21, isso ocorre devido a maturacao da rede neural
respiratoria, o que inclui o amadurecimento dos neurdnios catecolaminérgicos bulbares,
como do NTS ¢ da medula ventrolateral (White ez al., 1994; Vincent & Tell, 1999; Roux
et al., 2003), mas também das regides pontinas A5 (Di Pasquale et al., 1992) e A6 (Bezin
et al, 1994) e dos proprios quimiorreceptores periféricos (Eden & Hanson, 1987;
Hertzberg et al, 1990; Wang & Bisgard, 2005). Embora em nossos experimentos a

resposta a hipdxia foi estabilizada em P12-14, houve uma dréstica redugdo em jovens,
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principalmente em machos, e voltou a aumentar em adultos. Essa atenuag@o da resposta
ventilatoria a hipoxia em jovens comparado com as outras idades corrobora dados de
Holley et al. (2012), porém os autores utilizaram animais em P30 e observaram essa
atenuacdo em ambos 0s seXos.

Os machos da idade P6-8 expostos a fluoxetina responderam a hipoxia com um
aumento da fR e na idade jovem houve um aumento ainda maior da hiperventilagdo
induzida por hipdxia. Estes efeitos sugerem que de alguma forma este excesso de 5-HT
durante a gestagdo promoveu alteragdes em longo prazo no sistema de controle
respiratorio fazendo com que esses animais se tornassem mais sensiveis a hipoxia.
Cummings et al. (2011) sugeriram que alteracdes do sistema serotoninérgico bulbar no
inicio da vida po6s-natal podem comprometer as respostas fisiologicas de bebés humanos
em sobreviver a condi¢des de hipoxia severa. Os jovens do grupo ISRS apresentaram um
aumento na expressao de 5-HT na ROB e um aumento da densidade de expressdo de TH
no LC, contudo, acreditamos que estas alteragdes estejam mais relacionadas a resposta a
hipercapnia como discutido anteriormente. Em ratos adultos ja foi demonstrado que essas
areas ndo participam da resposta ventilatoria a hipoxia (Biancardi ef al., 2010; da Silva et
al., 2013), porém ainda ndo ha estudos que comprovem o mesmo com ratos jovens.

As fémeas ISRS parecem ter uma resposta oposta aos machos, ou seja, atenuacao

da resposta ventilatoria a hipoxia ao longo do desenvolvimento observado pela atenuacdo

da fR em P6-8, atenuagdo da VEem jovens e atenuacdo da fR e equivalente respiratorio
em adultas. Schlenker & Hanser (2006) identificaram, em fémeas recém desmamadas,
uma maior densidade de receptores a para estrogeno na regido do NTS, nucleo motor
dorsal do vago dentre outras regides. E sabido que o estrogeno modula a expressio e
atividade da enzima triptofano hidroxilase (Sanchez et al., 2005; Hiroi et al. 2006; Donner

& Handa 2009) . Varias regides do tronco encefalico participam da resposta ventilatoria
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a hipoxia, entre elas estdo o NTS, que € a aferéncia primaria dos quimiorreceptores
periféricos (Finley & Katz, 1992), o nicleo ambiguus, a area postrema, o niicleo motor
dorsal do vago, o nticleo do hipoglosso, o complexo pré Botzinger. Estas regioes recebem
projegoes serotoninérgicas e podem ter sido afetadas pela exposi¢do prenatal a ISRS. As
areas serotoninérgicas e catecolaminérgicos que foram analisadas no presente estudo ndo
apresentaram diferenca na expressao de 5-HT e TH nos animais ISRS em comparagdo
com os animais CTRL, nas idades P0-2, P6-8 ¢ P24-26. Ja na idade P12-14 a expressdo
de TH na regido A7 foi aumentada como discutido anteriormente, porém ndo houve
alteracdo da resposta ventilatéria a hipoxia nesta idade. As alteracdes neuroanatdmicas
em ratas adultas foram discutidas no item a seguir.

A hipdxia promoveu uma queda do consumo de O e queda da temperatura
corporal em ambos os sexos corroborando dados da literatura que durante a hipoxia ha
uma queda regulada da temperatura (Steiner et al., 2002; Barros et al, 2002) e a taxa
metabolica diminui (Mortola & Rezzonico, 1988), porém a exposi¢do a ISRS ndo afetou

essas respostas.

Controle respiratorio e ciclo sono-vigilia em adultos

Ratos adultos, os quais a mae foi tratada com fluoxetina, apresentaram uma

hipoventilagao durante normocapnia devido a valores atenuados de VE e Vr basais tanto
em vigilia como durante o sono ndo rem (SNREM). Portanto, esta resposta ndo foi
dependente do estado do animal. J4 as fémeas adultas expostas a fluoxetina prenatalmente
apresentaram uma fR aumentada em relacdo as ratas CTRL que s6 pode ser observada
quando as andlises foram separadas nos periodos de sono e vigilia. Este efeito também
ndo foi uma resposta dependente do estado, porém vale ressaltar a importancia do ciclo

sono-vigilia na analise da ventilacdo.
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O tempo de experimento foi limitado a 60 minutos para cada exposi¢do, o que ¢
suficiente para o estudo das respostas ventilatorias aos estimulos de hipercapnia e hipoxia,
porém, pode ndo ser suficiente para avaliar completamente as caracteristicas de vigilia e
sono. Desta forma, como obtivemos poucos episodios em sono REM, eles ndo foram
discutidos neste estudo. Varias horas seriam necessarias para o acompanhamento dos
registros de EEG/EMG. Entretanto, mesmo considerando esta limitagdo experimental, os
animais de ambos os grupos e sexos ficaram mais tempo em vigilia do que em SNREM
e REM em normocapnia, e durante a hipercapnia e hipoxia também permaneceram mais
tempo em vigilia, por alteracdo do nlimero ou duragdo dos episddios de vigilia e sono.
Esses efeitos sdo esperados uma vez que o COz e a queda de promovem o despertar do
animal.

Os ratos adultos apresentaram uma resposta ventilatoria ao CO» atenuada durante
o SNREM comparado com os valores em vigilia em ambos os grupos, corroborando os
dados de Li & Nattie (2006). Entretanto, a resposta ventilatoria ao CO> em fémeas foi
semelhante durante a vigilia e sono. A resposta ventilatoria ao COz ¢ decorrente de um
aumento do Vt e da fR tanto em vigilia como durante o SNREM. Em relacdo a hipoxia,
o aumento da resposta ventilatoria foi decorrente de um aumento no Vr e fR durante a
vigilia, e devido a um aumento somente da fR durante o sono.

Os neurdnios serotoninérgicos da rafe estdo envolvidos na regulagdo do ciclo
sono-vigilia e este envolvimento ¢ complexo uma vez que € um sistema que apresenta 17
subtipos de receptores organizados em 7 grupos por todo o encéfalo (Barnes & Sharp,
1999). A destruicdo desses neuronios ou inibi¢do da sintese de 5-HT através de p-
clorofenilalanina (pCPA) produziu uma severa, porém transiente insdnia que pode ser

revertida restaurando a sintese de 5-HT (Jouvet 1999; Adrien 2002).
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Os neurdnios da rafe dorsal e da rafe bulbar tem sua taxa de disparo mais alta em
vigilia, mais baixa em SNREM e quase nula em REM (McGinty & Harper, 1976; Jacobs
et al., 2002). Mais ainda, sdo inervados pelos neurdnios orexinérgicos do hipotalamo e
inervam os ultimos inibindo-os através de receptores 5S-HT1a (Brown et al., 2001; Muraki
et al, 2004). A atuagcdo da serotonina quando ha uma expressdo acentuada destes
receptores promove fragmentacao da vigilia no inicio da fase escura em camundongos.

Embora existam estas relagdes da importancia do sistema serotoninérgico na
regulacdo do ciclo sono-vigilia, a exposicao prenatal de ISRS ndo afetou o ciclo sono-
vigilia em ratos e ratas adultos, porém induziu a alteragdes das respostas ventilatorias a
hipercapnia e hipoxia dependentes do estado do animal. Os ratos do grupo ISRS
dormiram pouco durante a exposi¢do a hipercapnia a ponto de ndo termos episodios de
sono que pudessem ser correlacionados com a ventilacdo. Contudo, ainda ndo podemos
afirmar se foi um efeito em longo prazo do excesso de 5-HT prenatal ou pelo baixo
numero amostral (n=4). Durante a hipdxia, os machos ISRS apresentaram um aumento
acentuado do VT somente durante a vigilia.

Durante a hipdxia, os quimiorreceptores periféricos, localizados nos corpos
carotideos, sdo ativados e enviam proje¢des ao NTS. Aferéncias do NTS sdo transmitidas
as regiodes respiratorias do bulbo ventrolateral (VLM) (Kawai & Senba, 2000). Estudos
demonstraram que ratos expostos a 10% O: apresentaram expressdo de Fos em neurdnios
catecolaminérgicos do bulbo, os neurénios A1/C1 do VLM. (Erickson & Millhorn, 1994;
Smith et al., 1995; Wakai et al., 2015). Ja foi relatado que as catecolaminas bulbares
modulam a respiragdo (Hilaire, 2006; Guyenet et al., 2013). Varios receptores
serotoninérgicos incluindo 5-HTi1a e 5-HT2a estdo expressos em neurdnios do VLM e
NTS (Okabe et al., 1997; Paterson et al., 2009), e durante a hipoxia aguda, ocorre um

aumento da liberacdo de 5-HT no NTS e VLM.
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Nos ratos adultos do grupo ISRS foram observadas alteragdes neuroanatomicas,
aumento da expressdo de 5-HT na ROB e RPA, e aumento da expressdo de TH na A5 e
LC rostral, porém varios trabalhos demonstraram que estas dreas ndo participam da
resposta ventilatoria a hipoxia. Inibi¢cao aguda ou cronica dos neuronios da A5 nao afetou
a resposta ventilatoria a 8-10% O (Taxini et al, 2011). A auséncia de resposta
ventilatoria a hipoxia também foi observada apés les@o dos neurénios noradrenérgicos do
LC (Biancardi et al., 2010), sugerindo que estes nicleos estdo mais envolvidos com a
resposta ventilatoria ao CO, (Biancardi et al., 2008; 2014; de Carvalho et al., 2010; de
Souza Moreno ef al., 2010; Taxini et al., 2011) e ndo a hipoxia. Da Silva et al. (2013)
demonstraram que os neurdnios serotoninérgicos da ROB também ndo estdo envolvidos
com a resposta ventilatoria a hipoxia.

Estas alteracdes neuroanatomicas puderam contribuir para atenuagdo da
ventilagdo no basal independentemente do estado vigilia ou sono, porém os efeitos
observados durante a hipdxia, provavelmente se devem as alteragdes das conexdes dos
neurdnios serotoninérgicos com o VLM e NTS, sem que haja alteracdo da expressdo de
TH nestas regides, principalmente nas regides A1/C1, A2/C2 e C3.

As fémeas ISRS apresentaram uma atenuacdo da hiperventilagdo a hipercapnia
devido a uma atenuagdo do aumento da fR somente em SNREM. Este efeito pode ter
influéncia da redugéo de expressdo de 5-HT na RD, uma vez que Teppema et al. (1997)
demonstraram uma expressao aumentada de c-fos em neurdnios da RD quando os animais

foram expostos a hipercapnia (10 e 15% CO2). Embora os neuronios da RD apresentem

uma alta taxa de disparo durante a vigilia (Tabushi et al., 2013), a atenuacdo da VE
observada no presente estudo foi observada durante o sono NREM, portanto sugerimos
que essa reducgdo de expressao de 5-HT na RD pode influenciar sua atividade dependente

do estado do animal.
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Ja em hipoxia, as fémas apresentaram uma atenuacao do aumento de VE somente
na vigilia. Embora nenhuma outra alteracdo neuroanatéomica tenha sido observada, o
nucleo da rafe magnus rostral projeta para o NTS inibindo a ventilagdo durante hipoxia
(Perez & Ruiz 1995; Gargaglioni et al, 2003). Portanto, essas conexdes podem estar
alteradas para que afete a resposta ventilatoria a hipoxia tanto em machos como em
fémeas causando diferentes respostas.

Proje¢des noradrenérgicas e serotoninérgicas modulam a via do sono, e o efeito
farmacoldgico das drogas antidepressivas age principalmente nestes dois sistemas de
neurotransmissores (Lin, 2000; Winokur et al., 2001; Ursin, 2002; Brunello et al., 2003).
Adicionalmente, Li & Nattie (2006) lesaram substancialmente os neurdnios
catecolaminérgicos do tronco encefalico e observaram uma atenuacdo da fR em ar
atmosférico e durante exposi¢ao ao CO; e este efeito ocorreu durante a vigilia e SNREM.
Embora a maioria dos neurdnios catecolaminérgicos do tronco encefalico estejam mais
ativos durante a vigilia, provavelmente o estimulo do CO; aumentou a taxa de disparo
destes neurdnios na mesma propor¢do em ambos os estados.

Estas evidéncias sugerem que a exposi¢do a fluoxetina prenatal promoveu uma
neuroplasticidade a ponto de ter alterado a conexdo dos neurdnios serotoninérgicos com
os neurdnios orexinérgicos e regides respiratorias do tronco encefalico importantes para

a quimiorrecep¢ao central e periférica.

Consideragoes finais

A fluoxetina, dentre outros ISRS utilizados como antidepressivos, ¢ capaz de
aumentar agudamente as concentracdes de 5-HT na fenda sinaptica e a 5-HT conecta-se
com diversos sistemas de neurotransmissores modulando a atividade deles através de seus

17 subtipos de receptores distribuidos pelo encéfalo. Nosso maior interesse baseia-se na
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relagdo da 5-HT com o controle respiratorio. Nossos resultados trouxeram evidéncias da
importancia de uma exposicdo cronica a fluoxetina no controle respiratério em um
periodo da vida quando as areas envolvidas com o ritmo respiratorio e a sintese de 5-HT
estdo em formac@o. Este excesso de 5-HT disponivel prenatalmente pode ter influenciado
uma infinidade de fatores importantes para o desenvolvimento da rede respiratoria do
tronco encefalico.

A manipulacdo do sistema serotoninérgico durante o inicio do desenvolvimento
neural através da exposi¢cdo a ISRS promoveu mudangas em longo prazo na rede
respiratoria e na neurobiologia do sistema serotoninérgico e sistemas envolvidos.

Ha uma complexidade em tentar definir estas possiveis mudangas no tronco
encefalico uma vez que a 5-HT envia projecdes para diversos nicleos e age em iniimeros
receptores, promovendo excitacdo e inibicao.

Os possiveis fatores a serem considerados:

(1) A localizagdo de atuagdo da fluoxetina. O SERT esta localizado em neurdnios
serotoninérgicos ¢ ndo serotoninérgicos. Os resultados obtidos ndo permitem
detectar onde a fluoxetina atuou com maior atividade. Como obtivemos varios
efeitos na ventilagcdo, sugerimos que houve atuacdo no SERT em regides
envolvidas com o controle respiratorio.

(2) O desenvolvimento da quimiorrecepgdo central e periférica: as regides do
tronco encefalico desenvolvem sua quimiossensibilidade em momentos
diferentes do desenvolvimento (Wang & Richerson 1999; Wickstrom et al.,
2002; Cerpa et al., 2015), além de cada regido quimiossensivel apresentar uma
funcdo particular que ¢ dependente do estado de alerta e comportamental do

animal (para revisao Nattie 2000; Haxhiu et al., 2001).
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(3) Os hormonios sexuais (testosterona, estrogeno, progesterona) apresentam

4

intensos efeitos no desenvolvimento do sistema nervoso central, na
plasticidade respiratoria e no controle neural da respiracdo (Holley et al.,
2012). Receptores para estes hormonios estdo presentes em muitas estruturas
do sistema de controle respiratdrio, o que explicaria a influéncia que exercem
sobre a atividade respiratoria em ar ambiente como em condigdes de desafio
como hipercapnia e hipoxia (Behan & Wenninger, 2008). Mais ainda, uma
diferenciagdo sexual dos neuronios monoaminérgicos (Reisert & Pilgrim,
1991) também apoiam o possivel mecanismo para as respostas sexualmente
dimorficas as concentragdes alteradas de 5-HT durante o periodo critico do
desenvolvimento neural.

As concentragdes de SERT e do autoreceptor 5-HT1a variam entre os nticleos
da rafe (Hrdina et al.,, 1990). Portanto, a administragdo sist€émica cronica de
fluoxetina tem o potencial de levar a uma dessensitizacdo de receptores 5-
HTa localizados pré e pos sinapticamente em neurdnios serotoninérgicos e
ndo serotoninérgicos bem como dessensitizacdo do SERT, afetando outras
regides e circuitos neurais que podem modular a ventilagdo (Taylor et al.,

2004).

Estudo recente de Bravo et a/ (2016) demonstrou que camundongos expostos a

fluoxetina perinatalmente apresentaram uma resposta ventilatoria atenuada a hipercapnia
em P8 e P40 correlacionada com uma diminui¢ao da ativagdo de regides quimiossensiveis
em P8. Estes resultados foram os primeiros a demonstrar que o uso de fluoxetina durante
a gestacdo e lactacdo altera o desenvolvimento da quimiorrecepgao respiratoria central do
tronco encefalico. Entretanto, nosso estudo teve como objetivo avaliar o efeito do excesso

de 5-HT, somente durante o periodo de formagao da rede respiratéria envolvendo a 5-HT,
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no desenvolvimento do controle do sistema respiratorio. O presente estudo fez um
acompanhamento dos efeitos nas idades até a fase adulta, separando machos e fémeas. As
respostas ventilatorias a hipercapnia e a hipdxia foram avaliadas e em animais adultos
foram feitos registros de sono e vigilia para acompanhar os efeitos na ventilagdo,
associadas as alteragdes do numero de neuronios que expressam 5-HT e TH em diversas
regides do tronco encefalico.

O presente estudo abre caminhos para inimeras possibilidades a serem exploradas
para o melhor entendimento da plasticidade de um sistema tdo importante como o
serotoninérgico no desenvolvimento da rede respiratoria e sua importancia na
quimiorrecepc¢do e consequentemente no desenvolvimento de sindromes como a SIDS,
sindrome do panico e hipoventilacdo central congénita. Especulamos também, que o uso
de antidepressivos ISRS durante a gestagdo pode ser considerado um fator de risco para
o desenvolvimento destas sindromes.

A idade P12 descrita anteriormente como periodo critico do desenvolvimento,
pelo menos em machos, pode ser relacionada com 2 a 4 meses pos-natais em humanos
(Ballanyi, 2004) que ¢ a idade de maior incidéncia da SIDS (Goldberg et al., 1986). As
mudangas que ocorrem neste periodo critico, embora paregam necessarias para a
maturagdo adequada da rede neural respiratdria, coincidem com uma maior
vulnerabilidade aos desafios ambientais (MacFarlane et al., 2016).

A SIDS pode ser vista como uma sindrome da deficiéncia da serotonina (Penatti
et al., 2011). Multiplas falhas t€ém sido descritas como redugéo da ligagdo ao SERT por
neurénio, reducdo da ligacdo ao receptor 5-HTia, aumento imaturo dos neurdnios
serotoninérgicos e reducdo de 5-HT tecidual e concentra¢des de triptofano hidroxilase
(Duncan et al., 2010). Esta sindrome ¢ considerada de triplo risco onde contam o periodo

critico, um estressor externo e a vulnerabilidade (Filiano & Kinney, 1994). Ha relatos de
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que a morte subita ocorre logo apds varios episodios de hipercapnia e hipoxia (Meny et
al., 1994; Poets, 2004). A exposi¢do a fluoxetina prenatal poderia ser considerada um
fator de risco para a ocorréncia da SIDS por apresentar um fator estressor externo como
o bloqueio do SERT. Embora ndo houvesse alteragdo da resposta ventilatéria ao CO2 em
machos nesta idade e a prevaléncia da sindrome ¢ em sexo masculino (Thomas ef al.,
2006; Mage & Donner, 2004; Redline ef al., 1994), as fémeas ISRS que apresentaram
uma atenuacdo da hiperventilagdo induzida por hipercapnia. Com estes resultados
podemos sugerir que a exposi¢do a fluoxetina durante a gestagdo seria mais um fator de
risco para o sexo feminino desenvolver a sindrome. Além da SIDS, outras doencas estdo
associadas a anormalidades da quimiorrecepgao central como sindrome da hipoventilagdo
congénita (CCHS) (Spengler et al., 2001), apnéia obstrutiva do sono (Hilaire et al., 1993)
e sindrome de Rett (Zhang et al., 2011), embora seja necessario determinar se a incidéncia

delas ¢ maior no periodo critico do desenvolvimento.
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CAPITULO 2



RESUMO

Os neurdnios serotoninérgicos e noradrenérgicos projetam para todo o sistema nervoso
central (SNC) influenciando o desenvolvimento do encéfalo ¢ modulando varios
processos como controle respiratorio, ciclo sono-vigilia, cogni¢do, analgesia,
termorregulacdo, entre outros. A serotonina (5-HT) ¢ liberada no Locus coeruleus (LC),
uma regido noradrenérgica envolvida na quimiossensibilidade central, e causa atenuacao
das respostas excitatorias dessa area a estimulos sensoriais, neuroquimicos e elétricos.
Adicionalmente, ratos que sofreram exposicdo prenatal a inibidores seletivos de
receptagdo de 5-HT (ISRS) apresentam neuronios mais excitaveis do LC na fase adulta.
Contudo, ainda é desconhecido o efeito da 5-HT sobre o LC durante o inicio do
desenvolvimento, e é controverso como os receptores de 5-HT interagem no LC. Desta
forma, este estudo teve como objetivo acessar em ratos recém-nascidos (P0-4), os
mecanismos pelos quais a 5-HT afeta a excitabilidade dos neurdénios do LC. Dos 150
neuronios registrados do LC em “voltage clamp”, 101 responderam a 5-HT (100 puM)
com um influxo de corrente (-30£3 pA), 18 responderam com oscilagdes (frequéncia de
0,4+0,1 Hz), e 31 ndo responderam. Agonistas de receptor 5-HT3 ndo tiveram efeito. Os
agonistas de receptor 5-HT> (PNU22394 + TCB-2, 100 pM) evocaram uma das 3
respostas: 1) aumento de 822% na frequéncia das mini correntes excitatdrias pos-
sinapticas (mEPSCs) glutamatérgicas (29/37 neur6nios); 2) influxo de corrente (-15+2
pA, 16/37); ou 3) oscilagdes sensiveis a nitrendipina (bloqueador de canais de Ca™ do
tipo L, 1 uM) a 0,1 Hz (5/37). Agonista de 5-HTa (8-OH-DPAT, 50 pM) induziu um
influxo de corrente (-14£3 pA, 6/11), enquanto que Sumatriptano (100 pM), um agonista
de 5-HT1aBp, ndo causou efeito. Estes dados demonstram que a 5-HT desempenha varias
acoes em neurdnios do LC de ratos recém-nascidos, o que inclui um aumento das
mEPSCs glutamatérgicas mediadas por receptores 5-HT> pré-sinapticos, uma facilitagdo
poOs-sinaptica das oscilagdes de membrana dependentes de Ca*? e um influxo de corrente

via receptores pos-sinapticos 5-HT2/5-HT1a.

Palavras-chave: serotonina, Locus coeruleus, receptores de 5-HT.
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ABSTRACT

Serotonergic and noradrenergic neurons project throughout the CNS where they influence
brain development and modulate many processes as respiratory control, sleep-awake
cycle, cognition, analgesia, thermoregulation, etc. Serotonin (5-HT) is released in the
Locus coeruleus (LC), a noradrenergic nucleus involved in central chemosensitivity and
causes attenuation of the excitatory responses of this area to sensorial, neurochemical and
electrical stimuli. Also, prenatal exposure of rats to 5-HT reuptake inhibitors (SSRIs)
results in hyperexcitable LC neurons in adults. However, the effect of 5-HT in the LC
during early development remains unknown. Also, it is still controversial how 5-HT
receptors interact in the LC. Therefore, this study aimed to assess in naive newborn rats
the mechanisms by which 5-HT affects the excitability of LC neurons. Of 150 whole-cell
voltage-clamped LC neurons, 101 responded to 5-HT (100uM) with an inward current (-
30£3 pA), 18 responded with oscillations (freq of 0.4+=0.1 Hz), and 31 did not respond.
5-HT3R agonists had no effect. 5-HT2R agonists (PNU22394 + TCB-2, 100uM) evoked
one of 3 different responses: 1) an 822% increase in the frequency of glutamatergic
miniature excitatory postsynaptic currents (mEPSCs) (29/37 neurons); 2) an inward
current (-15£2 pA; 16/37); and 3) a nitrendipine (L type Ca* channel blocker, 1 uM) -
sensitive 0.1 Hz oscillation (5/37). The 5-HT1aR agonist (§-OH-DPAT; 50uM) induced
an inward current (-14+3 pA; 6/11), while Sumatriptan (100 uM), a 5-HT1aBpR agonist
had no effect. These data demonstrate that 5-HT plays diverse actions on newborn rats
LC neurons which include a presynaptic 5-HT>-mediated increase in glutamatergic
EPSCs, and postsynaptic facilitation of Ca?"-dependent membrane oscillations and a

postsynaptic 5-HT»/5-HT1a inward current.

Key-words: serotonin, Locus coeruleus, 5S-HT receptors
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1. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi determinar os possiveis mecanismos de como a
serotonina afeta a excitabilidade dos neuronios do Locus coeruleus (LC) no inicio do
desenvolvimento pos-natal (P0-4) atuando em quais receptores serotoninérgicos,
através da utilizacdo de uma abordagem especifica de registro intracelular (“whole cell

patch clamp”).

Baseado nos estudos com preparagdo in vifro em ratos e camundongos jovens e
adultos que demonstraram um papel inibitério da 5-HT nos neurdnios do LC, nossa
hipotese ¢ que a administragdo de 5-HT também inibe os neurdénios do LC em ratos

recém-nascidos.

214



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparagdo do slice pontino contendo o LC

Os experimentos foram realizados utilizando cortes transversais da ponte (300 um de
espessura) contendo a regido do Locus coeruleus (LC) de ratos e ratas Sprague-Dawley
recém-nascidos, dias pos-natais (P) 0-4. As fatias transversais da ponte foram obtidas de
modo semelhante ao descrito na literatura para fatias do tronco encefialico (Filosa &
Putnam, 2003; Ritucci et al, 2005). Os ratos recém-nascidos foram anestesiados por
inalacdo de isoflurano e logo em seguida descerebrados. As fatias foram cortadas utilizando
um micrétomo de vibragdo ou vibratomo (VT1000S, Leica, Nussloch, Alemanha) com
transiluminag@o para identificar as caracteristicas anatomicas. A fatia foi fixada com a
superficie rostral acima em resina sylgard na camara de registo (volume, 5 mL) e
perfundidos em liquor artificial (aCSF) que foi recirculado a uma taxa de fluxo de 15
mL-min"!. A solu¢do aCSF continha os seguintes componentes (em mM): 120 NaCl; 3
KCI; 1,0 CaCly; 2,0 MgSOs; 26 NaHCOs3; 1,25 NaH2PO4; 20 d-glicose; equilibrado com
5% CO2 e 95% Os.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados no laboratério do Prof. Dr.
Gregory D. Funk, do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina e Odontologia
da “University of Alberta” (Edmonton, AB, Canada); foram aprovados pelo “University of
Alberta Animal Ethics Committee” e estdo de acordo com as diretrizes para o cuidado,

manuseio e tratamento de animais de experimentagdo (Protocolos AUP255 ¢ AUP256).
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2.2.  Registro intracelular de neurénios noradrenérgicos do LC (registro “whole cell”)

Registro intracelular de neurdnios do LC foi realizado em fatias da ponte preparadas
como descrito anteriormente (item 2.1) através da utilizagdo de eletrodos de sucgdo de
vidro.

Um puxador horizontal (Sutter P-97) foi usado para puxar as pipetas de “patch
clamp” (3—4,5 MQ) de um capilar de vidro borosilicado (1,2 mm didmetro externo -
Clark/WPI, Worcester, EUA). As pipetas de “patch clamp” foram preenchidas com
solucdo intracelular (SIC) contendo (mM): 140 de gluconato de potassio, 5 de NaCl, 0,2
de EGTA, 10 de HEPES com osmolaridade de 295 mOsm. O pH da SIC foi ajustado para
7,3 com algumas gotas de KOH 5 mM. No dia do experimento, biocitina foi adicionada
a solu¢do intracelular. A biocitina é uma substancia quimica que pode ser revelada pela
estreptavidina pelo método de imunofluorescéncia. Esta substancia foi utilizada como

marcador para saber a localizacdo da célula registrada.

2.3.  Imunofluorescéncia - dupla marca¢do

Imunofluorescéncia para tirosina hidroxilase (TH) foi realizada para verificar se as
células registradas eram noradrenérgicas ou ndo, e também imunofluorescéncia para
estreptavidina para marcagdo das células registradas. Para este fim, os cortes foram
lavados 3 vezes com tampao fosfato salina (PBS), e apds as lavagens os cortes foram pré
incubados com 10% de soro normal de cabra em tampao fosfato (PB) por uma hora em
temperatura ambiente (25°C). Em seguida os cortes foram incubados “overnight” com
anticorpo primario (monoclonal anti-TH feito em camundongo) (1:10000, Sigma Aldrich,
St Louis, EUA) em temperatura ambiente e com agitacdo constante, passando a seguir

por 3 lavagens com PBS. Os cortes foram incubados por 2 horas com anticorpo
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secundario anti-camundongo IgG (1:400, AlexaFluor647, Jackson ImmunoResearch, PA,
EUA) e anticorpo para estreptavidina (1:100, AlexaFluor488, Sigma Aldrich, St Louis,
EUA) em temperatura ambiente, também em agitador. Depois disso, os cortes foram
lavados 3 vezes com PBS. Em seguida os cortes foram montados em laminas carregadas
positivamente e cobertos com laminula utilizando fluorosave (EMD Millipore). Desta
forma foi possivel saber se as células registradas era realmente noradrenérgicas ou ndo e

se estavam localizadas na regido do LC.

2.4. Protocolo Experimental — fatia da ponte contendo o Locus coeruleus (LC)

Foram realizados experimentos utilizando diferentes farmacos aplicados
localmente nos neurdnios do LC para avaliar o papel da serotonina em ratos recém-
nascidos. Os protocolos foram realizados em “voltage clamp” (fixagdo de voltagem a -60
mV), exceto um protocolo que foi realizado em “current clamp” (I = 0 pA) para testar se
a serotonina alterava a taxa de disparo dos neurénios do LC. A atividade dos neurdnios
do LC foi registrada em solucdo aCSF controle, equilibrada com 95% Oz ¢ 5% CO>
(normoxia), pH 7,4. Os farmacos utilizados foram: tetrodoxina (TTX, 100 uM) —
bloqueador de canais de Na™ dependentes de voltagem; 5-HT (100 uM); mCPBG (100
puM) — agonista de receptores 5-HT3; SR57227 (100 pM) — agonista de receptores 5-HT3;
NAD299 (50 uM) — antagonista de receptores 5-HT1a; Ritanserina (10 pM) — antagonista
de receptores 5-HT2; PNU22394 (100 uM) — agonista de receptores 5-HT>; TCB-2 (100
uM) — agonista de receptores 5-HT2a; Sumatriptano (SST, 100 uM) — agonista de
receptores 5-HT1ammp; 8-OH-DPAT (50 uM) — agonista de receptores 5S-HTa.

Um puxador vertical (Sutter P-30) foi usado para estirar as pipetas de capilar de
vidro borosilicado (1,2 mm didmetro externo - Clark/WPI, Worcester, EUA) para

microinjecdo local dos farmacos.
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Alguns farmacos foram administrados no banho contendo aCSF: CNQX (5 uM) —
antagonista de receptores AMPA/cainato; APV (100 uM) — antagonista de receptores

NMDA; Nitrendipina (NIT, 1 uM) — bloqueador de canal de Ca*? do tipo L.

2.5. Aquisi¢do de dados

Os sinais foram amplificados (5000 x), filtrados (300 Hz —1 kHz), corrigidos e
integrados (1= 50 ms), e exibidos em um computador utilizando o software AxoScope 9.2
(parte do pClamp Suite, Molecular Devices, EUA). Os dados foram salvos no computador
utilizando a “Digidata 1322 A/D board” (Molecular Devices, EUA) e o software
AxoScope para analises “offline ”. Os registros celulares foram conduzidos a temperatura
ambiente (24 a 25°C).

Alguns registros apresentaram um ruido elétrico maior, portanto um filtro “low

pass” foi passado a 700 Hz.

2.6. Analise dos dados

Os efeitos dos farmacos sobre as propriedades das células do LC foram analisados
através de teste t pareado para as comparacdes antes e apds a microinje¢ao dos farmacos,
e teste t ndo pareado para as comparacdes dos efeitos entre as células considerando os
valores de P<0,05 como sendo significativos.

Os efeitos da microinje¢@o de antagonistas de receptores 5-HT1a e 5-HT2> (NAD299
+ Ritanserina) sobre a microinjecdo de 5-HT foram analisados utilizando analise de
variancia (Anova de 1 via) com poés teste de multiplas comparagdes Holm-Sidak com

valores de P<0,05 considerados significativos.
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Os efeitos da microinjecdo dos agonistas de receptores 5-HT> (PNU22394 + TCB-
2) e do bloqueio com antagonistas de receptores glutamatérgicos (CNQX e APV) no
banho foram analisados utilizando analise de variancia de medidas repetidas (Anova de
1 via) com com pos teste de multiplas comparagdes Holm-Sidak com valores de P<0,05
considerados significativos.

Os registros, os quais a resisténcia de acesso alterou mais de 15%, foram

descartados das analises (Li & Pan, 2001; Pan et al., 2002; 2002).
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3. RESULTADOS

3.1.  Classificagdo das células utilizadas para este estudo

A figura 1 € um grafico de pizza mostrando que 69,1% das células registradas eram
noradrenérgicas (TH positivas), 22,8% nao eram noradrenérgicas (TH negativas) e 12,4%
ndo foram marcadas com biocitina em virtude de algum problema metodoldgico
(provavelmente as células estouraram e nao houve o preenchimento adequado das células
com biocitina). Os efeitos observados descritos ao longo dos resultados foram
independente das células serem TH positivas ou ndo. Adicionalmente, ndo houve
diferenca das respostas das células entre machos e fémeas, sendo que os dados

apresentados a seguir sdo a soma dos efeitos em ambos 0s sexos.

B % de células TH positivas
® % de células TH negativas

* % de células nao marcadas

Figura 1. Porcentagem (%) das células do Locus coeruleus (LC) registradas tirosina hidroxilase

(TH) positivas, TH negativas e ndo marcadas com biocitina.

3.1.1. Imunofluorescéncia

A figura 2 mostra trés imagens de fluorescéncia representativas tiradas no
microscopio confocal representando um neurdnio registrado do Locus coeruleus (LC)

(marcado com estreptavidina) que era noradrenérgico, pois apresentou marcacao positiva
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para tirosina hidroxilase (TH) e a sobreposi¢do das duas imagens comprovando a dupla

marcagao.

Todos os neurdnios registrados estavam localizados dentro da area considerada

regido do LC e foram representados na figura 3.

50 um 50 pm 50 um

Figura 2. Fotomicrografias de fluorescéncia representativas de um neurdnio registrado do LC

(SV), imunofluorescéncia para tirosina hidroxilase (TH) e a dupla marcacao respectivamente.

S0 pm

Figura 3. Fotomicrografias de fluorescéncia representando a localizagdo de neurdnios registrados
(marcados com streptavidina, indicados pelas setas amarelas) dentro da regido demarcada como
Locus coeruleus (LC) (neurénios em vermelho, imunofluorescéncia para TH) em uma regido

rostral e medial do LC respectivamente.
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3.2. Efeitos da 5-HT sobre a atividade dos neuréonios do LC

Registros em “whole cell” foram realizados com 26 células do LC (sem tetrodoxina,
TTX, no banho) e 152 células do LC (com TTX no banho; 100 uM) cuja média do
potencial de membrana foi de -50,0+0,6 mV e -47,3+0,7 mV respectivamente. O

potencial de membrana foi corrigidio pelo potencial de jungéo liquida em 10 mV.

3.2.1. “Voltage clamp”

A administracdo de 5-HT (100 uM) nas células do LC causou trés diferentes
respostas (influxo de corrente, oscilagdes ou sem resposta) descritas a seguir. A figura 4
representa a porcentagem (%) de células do LC que apresentaram cada uma das respostas.

Na auséncia de TTX, todas as células registradas em modo “voltage clamp”,
apresentaram um padrdo oscilatorio na corrente como demonstrado no registro

representativo na figura 5A.

¥ % de células (influxo de corrente)
u % de células (oscilacoes)
* % de células (sem resposta)

Figura 4. Porcentagem (%) do numero de cé€lulas registradas do Locus coeruleus (LC) que

apresentaram um dos efeitos observados: influxo de corrente, oscilagdes ou nenhuma resposta.

3.2.1.1. Influxo de corrente

Na auséncia de tetrodoxina (TTX), a administragdo de 5-HT sobre as

células do LC promoveu um influxo de corrente (Al = -31,4+4,1 pA; P<0,001) e
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um aumento da frequéncia das oscilagdes (basal: 1,8+0,1 Hz; na presenga de 5-
HT: 2,3+0,2 Hz) P<0,001) (Figura 5A). Na presenca de TTX, a 5-HT também
promoveu um influxo de corrente que ndo foi diferente da amplitude do influxo

de corrente na auséncia de TTX (Al =-26,3+£2,2 pA). As oscilagdes foram inibidas

pelo TTX (Figura 5B).
A. Sem TTX B. TTX
5-HT (100 pM) 5-HT (100 pM)

40pA

eV v
JZOPA ' ‘ _IZOpA TIZOPA
1s 1s

N 3- Tk 0

85 210
< -101

722 _— = n=23
=
<D -: m -20'
g ag 1 .!I)
£ n=26 = 301
[ q -

0 T -40 T T

BASAL 5-HT sem TTX TTX

Figura 5. Efeito da 5-HT (100 uM) sobre as células do Locus coeruleus (LC) em modo
“voltage clamp”. Na parte de cima, registros representativos do efeito de influxo de
corrente na auséncia (A) e presenca de TTX (100 uM) (B). Na parte de baixo, efeito da
5-HT sobre a frequéncia de oscilagdes do LC (A), e delta da corrente (Al) induzida pela
5-HT na auséncia e presenga de TTX (B). ***Significa diferenca estatistica entre antes e
apo6s administragao de 5-HT (P<0,001). € significa artefato elétrico. ¥ significa rampa

para o calculo de resisténcia da membrana.
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3.2.1.2. Oscilagoes

Como descrito no item anterior (3.2.1.1) o efeito de influxo de corrente
induzido pela administragdo de 5-HT foi observado na auséncia ¢ na presenca de
TTX no banho. Uma vez que nosso maior interesse ¢ no efeito da 5-HT na célula
pos-sinaptica, a partir do item 3.3, todos os experimentos foram realizados
somente em TTX.

Dezoito células correspondem aos 17,8% em que padrdes oscilatorios
insensiveis a TTX foram observados. A aplicacdo de 5-HT promoveu o
aparecimento dessas oscilagdes em 16 neuronios do LC, e 2 células ja
apresentaram oscilagdes no basal e a administracdo de 5-HT aumentou a
frequéncia destas oscilagdoes (Figura 6). Das 18 células registradas, 55,5%

compreenderam a idade pos natal 2 e 3; 38,9% em P2 e apenas 1 célula em PO.

S-HT (100 pM) 5-HT (100 pM)

g WW m 40pA

v Vo €

i
S-HT M\. Basal 5-HT
0,7+0,1 Hz |\N‘V~W T _ons 0,2+0,1 Hz | | 0,4+0,1 Hz

Figura 6. Registros representativos mostrando o efeito da 5-HT (100 uM) sobre o padrao
oscilatorio dos neurénios do LC no modo “voltage clamp” (fixagdo de voltagem a -60
mV). Os quadrados vermelhos representam a média = EPM do efeito da 5-HT sobre as
oscilagdes. € significa artefato elétrico. ¥ significa rampa para o calculo de resisténcia da

membrana.
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3.2.2. “Current clamp”

A Figura 7 demonstra o efeito da 5-HT sobre as células do LC em modo “current
clamp” (I=0). As células do LC apresentaram uma frequéncia de disparo de 1,8+0,3 Hz,
e a adminstracdo de 5-HT promoveu um aumento de 60,1% desta taxa de disparo

(P=0,016).

O %
ez

O 37
g 2
< B 2 ]
o 2
L= 1-
= & n=

Z

0 :
BASAL 5-HT

S5-HT (100 pM)

" Jomv

Ss

20pA 20pA
1s

1s

Figura 7. Efeito da administracdo de 5-HT (100 uM) sobre a taxa de disparo dos neurénios do
LC (A). Tragado representativo de um registro de uma célula do LC em modo “current clamp”
mostrando o efeito da 5-HT sobre a taxa de disparo (B). *Significa diferenca estatistica entre antes

e apos administragdo de 5-HT (P<0,05). ® significa pulso hiperpolarizante.
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3.3. Contribuigoes dos receptores 5-HT e 5-HT> nas respostas das células a 5-HT

(em TTX)

A Figura 8 representa uma resposta tipica de influxo de corrente em decorréncia da
atuacdo da 5-HT em um neurénio do LC. Quando a 5-HT ¢ aplicada novamente na célula
apos 15 min, houve o influxo de corrente, porém menor (P=0,009), demonstrando que a
5-HT promoveu uma dessensitizacdo dos receptores ou internaliza¢do dos mesmos. Essa
resposta dificulta o estudo com antagonistas. Porém, a figura 9 mostra o efeito da
microinje¢cdo de 5-HT na presenga de antagonistas de receptores 5-HTia e 5-HT»
(NAD299 - 10 uM + Ritanserina - 50 uM). Esse bloqueio foi comparado com uma
segunda microinje¢do de 5-HT para avaliar o efeito real dos antagonistas (Figura 10A).

A microinjec@o dos antagonistas de receptores 5-HT1a e 5-HT2 (NAD299 - 10 uM
+ Ritanserina - 50 uM) promoveu um pequeno efluxo de corrente que foi diferente
significativamente quando comparado com a microinje¢do de aCSF (P=0,034),
demonstrando que existe uma liberagdo tonica de 5-HT no LC agindo em receptores 5-
HTia e 5-HT>. A microinje¢do de NAD299 + Ritanserina bloqueou o influxo de corrente
causado pela 5-HT quando comparado com a 2* microinjecao de 5-HT (P<0,001) (Figura

9B).

A
3 S5-HT (100 pM; 1* microinjecéo)

@B 5-HT (100 uM; 2° microinjecéio)

0
2_10- n=9
=
< 20- ok
-30-
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S-HT (100 uM) 5-HT (100 pM)
‘ | w%P W/ th I 40 pA

Figura 8. Efeito de duas microinje¢des de 5-HT (100 uM) sobre o influxo de corrente de uma

mesma célula (A). Registros representativos das duas microinjegdes de 5-HT em uma célula do
LC em “voltage clamp” (fixacdo de voltagem a -60 mV) (B). **Significa diferenga estatistica

entre as duas microinjec¢des (P<0,01). € significa artefato elétrico.

A
M8 aCSF (n=6)
O3 2* microinje¢io de 5-HT (100puM) (n=9)
O3 NAD299 (10 uM) + Ritanserina (50 pM) (n=6)
B8 NAD299 (10 pM) + Ritanserina (50 uM) + 5-HT (100 pM) (n=6)
201
+
101 =
~~
ER -
£ -
= —
-10- *kk
=)
-20-
B
NAD299 +
Ritanserina SHT
10s
€V v v v

Filtro “low-pass™ (700 Hz)

Figura 9. Efeito da  microinjec@o dos antagonistas de receptores 5-HT1a e 5-HT> (NAD299
- 10 pM + Ritanserina - 50 pM) sobre o efeito da 5-HT em células do LC (A). Registro
representativo da microinjecdo dos antagonistas (NAD299 + Ritanserina) seguida da
microinje¢do de 5-HT em “voltage clamp” (fixagdo de voltagem a -60 mV) (B). ***Significa
diferenca estatistica entre a 2* microinje¢do de 5-HT e a microinjecdo de NAD299 + Ritanserina
+ 5-HT (P<0,001). *Significa diferenca estatistica entre a microinje¢do de aCSF e microinjegio

de NAD299 + Ritanserina (P<0,05). € significa artefato elétrico.

227



3.4. Efeitos mediados por receptores 5-HT> (em TTX)

A administra¢do de agonistas de receptores 5-HT> (PNU22394 + TCB-2; 100 uM)
nas fatias contendo o LC causou quatro respostas diferentes (influxo de corrente, aumento
de frequéncia das mini correntes pos sinapticas excitatorias (mEPSCs), aumento de
frequéncia das oscilagdes de membrana dependentes de CA*?, ou nenhuma resposta). A
figura 10 representa a porcentagem (%) de células do LC que apresentaram cada uma das

respostas.

% de células (mEPSCs)

% de células (oscilagdes)

% % de células (influxo de corrente)
% de células (sem resposta)

Figura 10. Porcentagem (%) do ntimero de células registradas do Locus coeruleus (LC) que
apresentaram um dos efeitos observados apos administragdo de agonistas de receptores 5-HT»
(PNU22394 + TCB-2; 100 pM): mEPSCs, oscilagdes, influxo de corrente ou nenhuma

resposta.

3.4.1. Mini correntes pos sindpticas excitatorias (mEPSCs)

As células do LC apresentaram mini correntes pos sinapticas excitatorias
(mEPSCs) no basal com frequéncia de 1,0+0,4 Hz em “voltage clamp”. A administra¢do
de agonistas de receptores 5-HT> (PNU22394 + TCB-2, 100pM) promoveu um aumento
da frequéncia instantanea de mEPSCs (P<0,001) (Figura 11). Essas mini correntes foram
bloqueadas na presenca de antagonistas de receptores glutamatérgicos (CNQX - 5uM e
APV — 100 uM) no banho (P<0,001). As poucas mEPSCs que apareceram apos o

bloqueio tiveram uma amplitude menor (P<0,001). Apés 40-60 min de lavagem do
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CNQX e APV do banho, as mEPSCs voltaram a aparecer ¢ uma microinjecdo de
PNU22394 + TCB-2 promoveu novamente um aumento da frequéncia instantdnea e

amplitude de mEPSCs (P<0,05) (Figura 11).

A O Basal [ Basal

B PNU22394+TCB-2 (100 uM) 8 PNU22394 + TCB-2 (100 pM)
03 CNQX (5 uM)+APV (100 uM) 3 CNQX (5 uM) + APV (100 M)
M Lavagem (PNU22394+TCB-2) B avagem (PNU22394+TCB-2, 100uM)
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B PNU22394+TCB-2 PNU22394+TCB-2
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‘ 40pA
10s
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Figura 11. Efeito da microinjecdo de agonistas de receptores 5S-HT» (PNU22394 + TCB-2; 100
uM) e antagonistas de receptores glutamatérgicos (CNQX — 5 uM e APV — 100 pM) sobre a
frequéncia instantanea e amplitude de mEPSCs em células do LC (A). Tragados representativos
do registro “whole cell” em “voltage clamp” (fixag@o de voltagem a -60 mV) de uma célula do
LC, demonstrando o efeito nas mEPSCs com a microinjecdo de agonistas de receptores 5-HT>
(PNU22394 + TCB-2), o bloqueio das mEPSCs com os antagonistas de receptores
glutamatérgicos (CNQX e APV) no banho, e 45 e 55 minutos ap6s lavagem do banho e novamente
microinjecio de PNU22394 + TCB-2 (B). ‘Significa diferenca estatistica entre o basal e
PNU22394 + TCB-2 (P<0,01). "Significa diferenca estatistica entre PNU22394 + TCB-2 e
CNQX + APV (P<0,001). “Significa diferenca estatistica entre CNQX + APV e lavagem
(P<0,05).
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3.4.2. Oscilagoes

A administrag¢do de agonistas de receptores 5-HT> (PNU22394 + TCB-2, 100 uM)
promoveu o aparecimento de oscilagdes na corrente e em duas células registradas, as
oscilagdes permaneceram durante todo o registro da célula. Quando os agonistas de
receptores 5-HT, foram administrados novamente, houve um aumento da frequéncia
destas oscilagdes na corrente. Essas oscilacdes desapareceram na presenga de bloqueador
de canais de Ca*™ do tipo L (Nitrendipina) no banho. Adicionalmente, os agonistas de
receptores 5-HT> promoveram um influxo de corrente na presenga do bloqueador de Ca*™
(Figura 12).

As oscilagoes promovidas pela 5-HT (descritas no item 3.2.1.2) também foram
bloqueadas na presenca de bloqueador de Ca*? (nitrendipina - NIT, 1 uM). Mesmo ap0s

a lavagem do banho com aCSF, as oscilagdes ndo voltaram a aparecer (Figura 13).

: 0,10+0,01 Hz 0,21:£0,08 Hz
PNU22394+TCB 0,08+0,01 Hz

el PNU22394+TCB

W 10s

€ w L'}

ll:’- min apos NIT

i | AI=-28,143,2 pA | | Al=-24,2+4,2pA |
e _22394+TCB-2 PNU22394+TCB-2

" _ Ia—— W b s J PR

ew v oW 400 v v v 470" 105
lavagem 35°

Figura 12. Registros representativos do registro “whole cell” em “voltage clamp” de uma célula
do LC demonstrando o efeito da microinjecdo de agonistas de receptores 5-HT, (PNU22394 +
TCB-2, 100 uM) e bloqueador de canais de Ca* do tipo L (nitrendipina — NIT, 1uM) sobre as
oscilagdes de corrente em células do LC e 35 minutos ap6s lavagem do banho e novamente
microinje¢do de PNU22394 + TCB-2. Nos quadrados vermelhos estdo a média + EPM dos valores

de frequéncia de oscilagdes de corrente. € significa artefato elétrico.
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Figura 13. Tragados representativos do registro “whole cell” em “voltage clamp” de uma célula
do LC demonstrando o efeito da microinje¢do de 5-HT e bloqueador de Ca** (nitrendipina — NIT,
1uM) sobre as oscilagdes de corrente em células do LC e 15 e 35 minutos ap6s lavagem do banho

e novamente microinjecdo de 5S-HT. € significa artefato elétrico.

3.4.3. Influxo de corrente

A administragdo de agonistas de receptores 5-HT> (PNU22394 + TCB-2, 100 puM)
também promoveu um influxo de corrente (P=<0,001), sendo que 63,2% das células
apresentaram um aumento das mEPSCs juntamente com o influxo de corrente como
mostra a figura 14; 10,5% das células apresentaram oscilagdes juntamente com o influxo
de corrente e 10,5% apresentaram um aumento das mEPSCs e oscilagdes juntamente com

o influxo de corrente.
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Al=-15,4%2,1 pA (n=19)
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Figura 14. Tracado representativo do registro “whole cell” em “voltage clamp” de uma célula do
LC demonstrando o efeito da microinje¢do de agonistas de receptores 5S-HT, (PNU22394 + TCB-
2, 100 uM) sobre o influxo de corrente. No quadrado vermelho estd a média £ EPM dos valores

de corrente. € significa artefato elétrico.

3.5. Efeitos mediados por receptores 5-HT (em TTX)

A administragdo conjugada de agonistas de receptores 5-HT1ammp (Sumatriptano,
SST; 100 uM) e de receptor 5-HTia (8-OH-DPAT; 50 uM) promoveu um influxo de
corrente (P=<0,001) (Figura 15A). A administrag@o isolada de sumatriptano ndo causou
alteracdo de corrente na membrana das células do LC (Figura 15B), ja a microinje¢do de
8-OH-DPAT promoveu um influxo de corrente (P=<0,001) (Figura 15C). Todos esses

efeitos estdo representados na Figura 15D.
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Figura 15. A: Registros representativos da microinjecdo de agonistas de receptores 5-HTamp
(Sumatriptano, SST, 100 uM) e de receptor 5-HTa (8-OH-DPAT, 50 pM) conjugados (A) e
separadamente (B ¢ C) no LC. D. Efeito da microinjecdo de agonistas de receptores 5S-HTiamn
(Sumatriptan, SST) e de receptor 5-HT1A (8-OH-DPAT) conjugados e separadamente em células
do LC.
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3.6. Efeitos mediados por receptor 5-HT3 (em TTX)

A presenca de dois agonistas diferentes de receptor 5-HT3 (mCPBG e SR57227;

100 uM) ndo causou alteracdes de corrente na membrana das células do LC (Figura 16).

mCPBG (100 pM) SR57227 (100 pM)
v v 10s \4 v 10s

Filtro “low pass” (350 Hz)

Figura 16. Tragados representativos do registro “whole cell” em “voltage clamp” (fixagdo de
voltagem a -60 mV) de uma célula do LC demonstrando que a microinje¢do de agonistas de
receptores 5-HT3; (mCPBG e SR57227, 100 uM) ndo alterou a corrente na membrana das células
do LC.
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4. DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo que demonstrou como a serotonina (5-HT) afeta a
excitabilidade dos neurénios do LC no inicio do desenvolvimento, em ratos recém-
nascidos utilizando uma técnica especifica em que € possivel fazer registro intracelular
(“whole cell patch clamp”). A 5-HT promoveu um influxo de corrente em “voltage
clamp” e um aumento da taxa de disparo desses neuroénios em “current clamp”. Desta
forma, nossos dados demonstram que a 5-HT promoveu uma despolarizagdo dos
neur6nios do LC nas idades pos-natais (P) 0 a 4. De forma interessante, este resultado
difere do que a literatura apresenta em jovens e adultos, onde a 5-HT tem um papel
inibitério no LC. Esta acfo inibitoéria pode ocorrer devido a atuacdo da 5-HT em
receptores pré-sinapticos 5-HT14, inibindo a liberag¢do de glutamato; via receptores pré-
sinapticos 5-HT2a, que por sua vez ativa a liberagdo de GABA (Bobker & Williams, 1989;
Szabo & Blier 2001). Uma outra maneira seria via receptores 5-HT3, que por sua vez ativa
a liberagdo de noradrenalina (NA) na regido do LC e a NA atua em receptores o2
adrenérgicos na membrana pds-sinaptica (Ortega et al., 2012), todos esses mecanismos
promovendo a diminui¢do de sua taxa de disparo.

Com o intuito de entender essa diferenga da acdo da 5-HT sobre os neurdnios do
LC entre recém-nascidos (presente estudo) e jovens e adultos, nosso objetivo foi avaliar
a interacdo entre a 5-HT e seus possiveis receptores localizados na regido do LC. O fato
da 5-HT ter promovido esse influxo de corrente na presenca de tetrodoxina (TTX), indica
que o efeito € pos-sindptico, ou seja, sugere a presenga de receptores pos-sinapticos
serotoninérgicos. Entretanto, ainda ndo esta claro se estes receptores estdo presentes em
neuronios do LC em ratos adultos (Done & Sharp, 1992; Haddjeri et al., 1997; Rasmussen
& Aghajanian,1986; Szabo & Blier, 2001; Ortega et al., 2012) bem como a contribui¢do

de outros receptores sobre as células do LC (Engberg, 1992). Pode-se observar que o
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efeito da 5-HT sobre os neurdnios pos-sindpticos ndo se reproduz na mesma amplitude,
pelo menos em 30 minutos (tempo maximo entre uma microinjecao e outra neste estudo),
0 que sugere uma possivel dessensitizacdo de receptores 5-HT. Darmon et al. (2015)
apresentaram as diversas possibilidades de dessensitizacdo e internalizag@o de receptores
5-HT. Como exemplo, os autorreceptores 5-HTia sdo conhecidos por apresentarem
dessensitizacdo ap6s um tratamento prolongado com antidepressivos (inibidores seletivos
de receptagdo de serotonina, SSRI), ja receptores 5-HT> podem ser internalizados e
reciclados na membrana, desta forma participando de uma ressensitizagdo. Em relagdo
aos receptores 5-HT2, nosso estudo demonstrou que eles ndo parecem dessensitizar em
neuronios do LC, uma vez que microinjecdes repetidas de agonistas de 5-HT> na mesma
célula desencadearam um aumento da frequéncia de mEPSCs e oscilagdes, discutidas
mais adiante.

No presente estudo, mesmo com a dificuldade de reprodugdo da resposta de influxo
de corrente com a segunda administracdo de 5-HT, o bloqueio com antagonistas de
receptores 5-HT1 e 5-HT> reduziu esse influxo de corrente sobre os neurdnios do LC.
Dentre os receptores 5-HT1, o agonista de receptor 5-HT1a desencadeou um influxo de
corrente na presenga de TTX, ja4 os outros receptores 5S-HT:1 ndo alteraram a corrente
destas células. Estudos anteriores demonstraram que este subtipo de receptor para
serotonina nao estd localizado nos neurdnios noradrenérgicos do LC (Gorea et al., 1991;
Pompeiano et al, 1992) ou existe uma baixa densidade de receptores 5-HT; no LC
(Weissmann-Nanopoulos et al., 1985; Wright et al., 1995) e que, portanto, devem estar
localizados em terminais de neurdnios glutamatérgicos que se projetam para o LC. De
fato, trabalhos in vitro demonstraram que a ativacao de receptores 5-HT1a pré-sinapticos
em aferéncias glutamatérgicas diminuiu a liberacdo de glutamato em fatias do tronco

encefalico que continham o LC (Bobker & Williams, 1989).
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No presente estudo também observamos que agonistas de receptores 5-HT»
promoveram um influxo de corrente nos neurdénios do LC. A imunoreatividade para
receptores 5-HT2a ja foi documentada na regido do LC (Lopez-Gimenez et al., 1999,
2001), porém estes receptores provavelmente ndo estdo localizados nos neurdnios
noradrenérgicos do LC, uma vez que ndo foi encontrado sinal de hibridizagdo do mRNA
nestes neurénios (Pompeiano et al., 1994). Entretanto, estudo de nosso laboratério (Souza
Moreno et al., 2010) sugeriu a localizagcdo pds-sinaptica para receptores 5-HT> em
neurénios do LC, inibindo-o durante exposicdo a hipercapnia. Um estudo
eletrofisiologico também demonstrou que o antagonismo de receptores 5-HT> com
ritanserina aumentou a taxa de disparo dos neuronios noradrenérgicos do LC (Clement et
al., 1992). Entretanto, todos esses estudos foram realizados em animais adultos. Até o
presente momento, ndo ha evidéncias da possivel localizagdo destes receptores e suas
acoes em ratos recém-nascidos. Uma vez que alteragdes neuroanatomicas podem ocorrer
ao longo do desenvolvimento, o presente estudo sugere uma localizagdo pos-sinaptica
para os receptores 5-HTia e 5-HT2, e a ativacdo desses promove um efeito excitatorio
sobre os neurdnios do LC em ratos recém-nascidos.

Embora as evidéncias apresentadas na literatura indiquem que a ativagdo de
receptores 5-HTia causa hiperpolarizagdo (via proteina G acoplada a canais de K)
(Aghajanian, 1995), ndo se pode descartar a ideia de que estes receptores podem ativar
mecanismos de segundos mensageiros que promovam despolarizacdo dos neurénios na
fase inicial do desenvolvimento. Neste periodo, as estruturas encefalicas ainda estdo em
formacdo, podendo, portanto apresentar diferengas quando comparadas as estruturas no
animal adulto. Neste contexto, durante o desenvolvimento neuronal, o acido gama
aminobutirico (GABA), o qual ¢ o principal neurotransmissor inibitério no encéfalo

adulto, exerce uma acdo paradoxal despolarizante e apresenta uma fungdo importante na
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geracdo de atividades sindpticas neuronais em estruturas corticais em desenvolvimento e
na formacao da rede neuronal. Esta acdo despolarizante ocorre devido a uma organizacgdo
diferencial do sistema de homeostate do CI, bem como dos transportadores de Cl- que
podem desempenhar uma fungdo no crescimento neuronal e na formagdo de conexdes
sinapticas (para revisao Kahle et al., 2008). Desta forma, a serotonina também apresenta
um papel critico como um fator de crescimento na divisdo celular, migracdo e
diferenciagdo encefalica (Lauder, 1990; Sodhi & Sanders-Bush, 2004). No presente
estudo, nem todos os neurdnios registrados do LC apresentaram um influxo de corrente
na presenca da serotonina, bem como de agonistas de receptores 5-HTia e 5-HTo,
sugerindo que o sistema serotoninérgico no LC pode realmente ainda estar em formacao
no inicio do desenvolvimento pos-natal. Mais ainda, tanto os neuroénios noradrenérgicos
quanto os nao noradrenérgicos do LC, apresentaram a mesma resposta, sugerindo que a
sintese de tirosina hidroxilase (TH) estd também em fase de formacdo ou que ha
receptores 5-HT em neurdnios ndo noradrenérgicos que desencadeiam a mesma resposta.
Mais estudos sdo necessarios para elucidar estes mecanismos.

Além do efeito sobre o influxo de corrente, os agonistas de receptores 5-HT>
também promoveram um aumento da frequéncia das mini-correntes pos-sinapticas
excitatorias (mEPSCs) e de oscilagdes insensiveis a TTX. As mEPSCs foram bloqueadas
na presenga de CNQX + APV, demonstrando que sdo correntes glutamatérgicas e
corroboram o estudo de Pan et al. (2004), no qual os autores também demonstraram o
bloqueio das mEPSCs em células do LC com CNQX em animais jovens. Na regido do
nucleo do trato solitario (NTS), agonistas de 5-HT3 (mCPBG e SR57227) promoveram
um aumento da frequéncia de mEPSCs (Hosford et al., 2014). Adicionalmente, baixas
concentragdes de 5-HT induzidas por citalopram promoveram diminuicdo das mEPSCs

atuando em receptores 5-HT1a (Hosford et al., 2014). Na regido ventrolateral da area pré-
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optica, a 5-HT reduziu a frequéncia de mEPSCs e de mIPSCs (mini correntes inibitorias
pos-sinapticas) em neuronios promotores do sono (PSP) do tipo 1, ja em neurdnios PSP
do tipo 2 a 5-HT aumentou a frequéncia de mIPSCs, agindo em diversos receptores que
incluem o 5-HT2a-c, 5-HT4 e 5-HT7 para promover o sono (Sangare et al., 2016). Desta
forma, fica clara a influéncia da 5-HT sobre neurénios glutamatérgicos causando
alteragdes na ativagdo de mEPSCs agindo em diferentes subtipos de receptores em
diferentes regides do encéfalo.

Os neurdnios do LC apresentaram oscilagdes na membrana associadas as correntes
de Na" voltagem dependentes que foram bloqueadas na presenga de TTX.
Adicionalmente, os neurénios do LC apresentaram oscilacdes que ndo dependem destas
correntes, sdo insensiveis a TTX. Varios estudos demonstraram que estas oscilagdes
insensiveis a TTX, chamadas de oscilagdes pequenas ritmicas do potencial de membrana,
foram inibidas por cobalto, cadmio, altas concentragdes de Mg*™? ou por inibidor de canal
de Ca™ do tipo L (nifedipina), sugerindo que surgem de canais de Ca*? (Williams et al.,
1984; Christie et al., 1989; Oyamada et al., 1998; Filosa & Putnam 2003). Disparos
insensiveis a TTX também podem ser observados em células do LC, embora menos
frequente, e sdo inibidos por solu¢des Ca*? livres (Williams et al., 1984). No presente
estudo, nods utilizamos somente um protocolo rapido em “current clamp”, ndo havendo a
chance de observagdo destes disparos insensiveis a TTX, somente dos disparos sensiveis
aTTX.

Imber & Putnam (2012) sugeriram a presenga de canais de Ca*? nos neurdnios do
LC. De fato, estas oscilagdes, insensiveis a TTX, observadas no presente estudo foram
bloqueadas na presenca de nitrendipina (bloqueador de canais de Ca*? do tipo L).
Também observamos a participagdo dos receptores 5-HT> no aparecimento destas

oscilagdes, bem como no aumento da frequéncia das mesmas. Filosa & Putnam (2003)
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demonstraram que estas oscilagdes insensiveis a TTX, presentes em neuronios do LC,
podem ser ativadas em altas concentragdes de CO2/HCOs", mesmo na auséncia de
alteragdes de pH extracelular e sugerem fortemente uma participagdo do Ca*? na resposta
quimiossensivel dos neurdnios do LC. Os autores sugerem que a ativacdo dos canais de
Ca'? eleva a concentra¢do de Ca*? intracelular de forma a ativar canais de K* dependentes
de Ca* e consequentemente reduz a taxa de disparo dos neurdnios do LC a hipercapnia.
Esta seria uma explicag@o da atenuagdo da taxa de disparo do LC frente a hipercapnia ao
longo do desenvolvimento, uma vez que essas oscilagdes/disparos dependentes de Ca™?
apresentam uma maior ativacdo apoés a idade P10.

No presente estudo, a administragdo de 5-HT e de agonistas de receptores 5-HT>
promoveu o aparecimento destas oscilagdes insensiveis a TTX em 17 e 13,5% das células
registradas, respectivamente. Estas respostas foram observadas principalmente nas idades
P2 e 3 (55,5% das células), o que indica o aumento do aparecimento destas oscilagdes do
dia PO ao 3. Mais estudos com animais acima da idade P3 sdo necessarios para afirmar a
suposicdo se essas oscilagdes apresentam uma ativagdo gradativa ao longo do
desenvolvimento mesmo antes de P10 como sugeriu Imber & Putnam (2012). Nao se sabe
ainda se sdo as mudancas nas propriedades ou expressdo destes canais de Ca*? do tipo L
que desencadeiam essa diferenga da quimiossensibilidade dos neurénios do LC durante o
inicio do desenvolvimento. De qualquer maneira, essas oscilagdes que sdo dependentes
de canais de Ca*? sdo importantes para quimiossensibilidade ao CO, do LC e com 0 nosso
estudo a 5-HT ativou essas oscilagdes via 5-HTb.

Ha evidéncias de que a serotonina modula a resposta ventilatoria a hipercapnia. Li
& Nattie (2008) demonstraram que camundongos knockout para o transportador de 5-HT
(SERT) apresentaram uma atenuagdo significativa da resposta ao CO: quando

comparados com animais controle. Este estudo corrobora resultados de Hodges et al.
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(2008) que demonstraram que camundongos com total auséncia de neurdnios
serotoninérgicos (Lmx1b) apresentaram uma redugdo marcante da resposta ventilatoria
ao COz. Adicionalmente, Dias et al. (2007) mostrou que uma deple¢do de neurdnios da
rafe magnus também causou uma reducdo da resposta ventilatoria ao CO». Finalmente,
estudo de nosso laboratério (de Souza Moreno et al., 2010) sugeriu que a hipercapnia
causou um aumento da liberacdo de 5-HT no LC e que a 5-HT atenuou a fungdo
excitatoria do LC na resposta ventilatoria a hipercapnia, agindo em receptores 5S-HT2a pré
(neurdnios gabaérgicos) ou pos-sinapticos. Pelas evidéncias acima, sugerimos que para a
resposta a0 CO», o envolvimento do sistema serotoninérgico no LC ocorra via ativagdo
de receptores 5-HT2 pos-sindpticos sobre outros receptores. Desta forma, as oscilagdes
dependentes de Ca* seriam ativadas, aumentando as concentragdes intracelulares de Ca*™
(via ativacao de fosfolipase C) e posteriormente promoveriam a abertura de canais de K*
dependentes de Ca*? diminuindo a taxa de disparo destes neurdnios, corroborando a
sugestdo de Imber & Putnam (2011). Porém, mais estudos in vitro e in vivo sdo
necessarios para confirmar esta participa¢ao da 5-HT na quimiossensibilidade ao CO2 dos
neurdénios do LC no inicio do desenvolvimento.

Finalmente, a administracdo de agonistas de receptores 5-HT3 n3o promoveu
alteracdes na corrente das células do LC. Steward et al. (1993) detectaram ligacdo
autorradiografica de [3H]JmCPBG, que detecta receptores 5-HT3, em diferentes areas do
tronco encefalico, porém nio nos neurénios do LC. Em contrapartida, ensaios com
ligacdo autorradiografica utilizando o radioligante [3H]-(S)-zacopride revelou uma
expressdo moderada destes receptores nos neurdénios do LC (Parker et al, 1996).
Administracdo local de agonistas de receptores 5-HT3 promoveu um aumento das
concentragdes de noradrenalina (NA) no LC e promoveu reducdo de NA no cortex pré-

frontal (CPF), como também causaram uma diminui¢do da taxa de disparo dos neuronios
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do LC (Ortega et al., 2012). Os autores sugerem que a ativagdo de receptores 5-HT3 no
LC exerce uma regulacdo positiva das concentragdes sindpticas de noradrenalina que por
sua vez inibiria as células do LC via receptores a2 adrenérgicos somatodendriticos
reduzindo a liberacdo de NA em areas como CPF. Mais ainda, que este efeito inibitorio é
tipico de uma atuagdo pré-sinaptica por ser progressivo. O presente estudo corrobora a
ideia da presenca de receptores 5-HT3; na membrana pré-sinaptica, uma vez que, na
presenga de TTX, agonistas de receptores 5-HT; ndo promoveram alteragcdes na

membrana pos-sinaptica.

Consideragoes finais

As diversas acdes que a 5-HT pode desempenhar nos neuroénios do LC de ratos
recém-nascidos podem ser: (1) mediadas por receptores 5-HT1a pOs-sinapticos - influxo
de corrente; (2) mediadas por receptores 5-HT> - aumento da frequéncia das mini
correntes glutamatérgicas pods sindpticas excitatorias (mEPSCs) dependentes de
receptores pré sinapticos, -facilitagdo pos sindptica das oscilagdes de membrana
dependentes de CA*? ¢, - efeito pos-sinaptico de influxo de corrente.

Como pode ser observado, o papel que a 5-HT desempenha no LC em ratos recém-
nascidos foi diferente do que foi relatado pela literatura em adultos principalmente pelo
fato de ser excitatorio diretamente no neurénio pos-sinaptico. Os estudos com ratos
adultos demonstraram que a 5-HT ¢ indiretamente inibitéria no LC. O presente estudo
utilizou tetrodoxina (TTX), bloqueador de canais de Na*? dependentes de voltagem,
excluindo qualquer possibilidade de disparos de potenciais de a¢do. Com isso, a 5-HT
promoveu um influxo de corrente, o que reflete uma ativacdo excitatoria direta dos
neuronios do LC, sugerindo a existéncia de receptores serotoninérgicos pos-sinapticos 5-

HTia e 5-HT2 no LC. O proximo passo seria avaliar os efeitos fisiologicos da 5-HT para
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desempenhar este papel excitatorio no LC no inicio da vida e se tornar inibitéria na fase
adulta, bem como avaliar o efeito fisioldgico da 5-HT sobre as oscilagdes para entender
se esta relacionado a uma excitagdo ou inibigdo dos neurénios do LC. Pelo que foi
discutido, parece estar relacionado com uma inibi¢do dos neurdnios dependente da fase
do desenvolvimento como controle da resposta quimiossensivel ao CO2. A figura 17
propde uma possivel localizacdo dos receptores serotoninérgicos baseado nos resultados
obtidos com o presente estudo acrescentando ao que ja foi proposto na figura 1 (item

Introdugdo) baseado na literatura.

S-HT

Neuronio do LC

Figura 17. Representacdo da neurotransmissdo serotoninérgica no LC sugerida através de
experimentos com registro extracelular em ratos jovens e adultos e experimentos in vivo (baseado
nos estudos de Szabo & Blier, 2001; Gorea & Adrien, 1988; Singewald & Philippu, 1998; Kaehler
et al., 1999; Pudovkina et al., 2002; Ortega et al., 2012; Fernandez-Pastor et al., 2013) e sugerida
pelos resultados obtidos no presente estudo em ratos recém-nascidos (informagéo em preto).
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