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ventilatéria a hipercapnia em ratos durante o sono e vigilia. 2020. 55 pp. Dissertacdo para
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RESUMO:

O Hormoénio Concentrador de Melanina (MCH), é um neuropeptideo produzido por neurdnios
localizados em algumas areas do SNC, incluindo o hipotalamo lateral/area perifornicial
(LH/PFA). Evidéncias sugerem a participacdo de MCH na modulacdo do quimiorreflexo
hipercapnico central, mas os mecanismos envolvidos ndo foram investigados até 0 momento.
Dessa forma, avaliamos se 0 MCH modula o quimiorreflexo central atuando no LH/PFA e/ou
no locus coeruleus (LC). Para isso, foram realizadas microinjecdes de MCH [0.4 mM] no
LH/PFA e LC, bem como microinjecdes do antagonista MCH1-R, SNAP-94847 [63 mM], no
LH/PFA em ratos Wistar ndo-anestesiados, sendo avaliadas as alteracdes na ventilacéo
pulmonar, por meio de pletismografia de corpo inteiro, na temperatura corporal e no EEG/EMG
em ar ambiente e em 7% CO; durante a vigilia e 0 sono, nas fases clara e escura. MCH intra-
LH/PFA causou uma diminuicdo da resposta ventilatoria ao CO. durante a vigilia e sono, na
fase clara, mas ndo na fase escura, bem como 0 SNAP-94847 intra-LH/PFA causou um aumento
da resposta ventilatoria ao CO> durante a vigilia na fase clara. No LC, o MCH néo alterou a
resposta ventilatoria hipercapnica dos animais. Nossos resultados sugerem que o MCH via
MCH1-R no LH/PFA, mas ndo no LC, exerce uma modulacdo inibitéria da ventilacdo

hipercapnica durante a fase clara.

Palavras chave: Quimiorrecepcdo central. Hipercapnia. MCH. Microinjecdo central.

Ventilagdo pulmonar.



RODRIGUES, Laisa Tais Cabral. Participation of melanin-concentrating hormone (MCH) in
the lateral hypothalamus/perifornical area (LH/PFA) and locus coeruleus (LC) in the ventilatory
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ABSTRACT:

The melanin-concentrating hormone (MCH), a neuropeptide produced by neurons of a few
areas in the CNS including the lateral hypothalamus/perifornical area (LH/PFA), has been
implicated in the central hypercapnic chemoreflex, but the mechanisms involved have not been
studied yet. Here, we evaluated whether MCH modulates the central chemoreflex acting in the
LH/PFA and/or in the locus coeruleus (LC). For this, unanesthetized Wistar rats were
microinjected with MCH [0.4 mM] into the LH/PFA and LC, and the MCH1-R antagonist
SNAP-94847 [63 mM], into the LH/PFA , while the pulmonary ventilation was evaluated in
room air and 7% CO; together with body temperature, EEG and EMG, during wakefulness and
sleep, in the dark and light periods. MCH intra-LH/PFA caused a decreased CO> ventilatory
response during wakefulness and sleep, in the light, but not in the dark period while SNAP-
94847 intra-LH/PFA caused an increased CO- ventilatory response during wakefulness in the
light period. In the LC, MCH caused no change in the hypercapnic ventilatory response of rats.
Our results suggest that MCH via MCH1-R in the LH/PFA, but not in the LC, exerts an

inhibitory modulation of the hypercapnic ventilatory during the light-inactive period.

Keywords: Central chemoreception. Hypercapnia. MCH. Central microinjection. Pulmonary

ventilation.
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NGE: Acido glutamico-glicina

NREM: Movimento nédo rapido dos olhos

O2: Oxigénio



OX: Neur6nios orexinérgicos
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1. INTRODUCAO:

A modulacdo da respiracdo em mamiferos tem papel fundamental na regulacdo do
equilibrio &cido-base, uma vez que o CO: produzido metabolicamente e intimamente
relacionado aos niveis de H™ no organismo, pode ser removido por meio da ventilagdo
pulmonar. Essa modulacéo é realizada por células quimiossensiveis que sao capazes de detectar
alteracbes nos niveis de CO./pH e estimular respostas ventilatérias afim de que esses
parametros sejam mantidos em niveis adequados. Essas células quimiossensiveis foram
identificadas tanto perifericamente, células glémicas do corpo carotideo (quimiorreceptores

periféricos) quanto no SNC.

Quimiorreceptores centrais tém sido identificados em multiplas regides do SNC e
parecem compreender tanto neurénios quanto astrocitos (NATTIE E LI, 2012). A ativacdo dos
quimiorreceptores centrais pela elevagdo de CO- e/ou diminui¢do de pH no SNC desencadeia
aumento na ventilagdo pulmonar. Estudos demonstram que essas células possuem propriedades
de membranas diferenciadas das demais, pois expressam canais i0nicos sensiveis a acido
(ASIC). De fato, foi demonstrado na regido do hipotalamo lateral/area perifornicial (LH/PFA),
gue neurdnios orexinérgicos (OX) expressam canais ASIC1 (SONG et al, 2012). Essa regido
tem sido apontada como um sitio quimiorreceptor (DIAS et al, 2010; DA SILVA et al, 2018;
RODRIGUES et al, 2019) e essa propriedade parece ser atribuida aos neurdnios OX, que sao

encontrados exclusivamente nessa regido hipotalamica (PEYRON et al. 1998).

Nesse sentido, foi demonstrado que a acidificacéo local do LH/PFA em ratos resulta em
hiperventilacdo durante a vigilia, especialmente na fase escura do ciclo claro/escuro (LI et al.,
2013). Além disso, de acordo com estudos in vitro e in vivo os neurdnios OX sdo sensiveis a
alteracbes de CO2/pH (WILLIAMS et al, 2007; LI et al, 2016) e camundongos knockout para
prepo-orexina (precursor das orexinas) demonstraram uma diminui¢cdo de 50% na resposta
ventilatoria ao CO> durante a vigilia, mas ndo durante o sono (DENG et al., 2007), o que sugere

um papel fundamental dos neurénios orexinérgicos na funcdo quimiossensivel do LH/PFA.

Apesar da atividade quimiossensivel do LH/PFA ser atribuida primariamente aos
neurdnios orexinérgicos, foi demonstrado que neurbnios de outra identidade neuroquimica
presentes nessa regido, os neurbnios MCHérgicos, modulam a resposta ventilatoria
hipercapnica. O Hormonio Concentrador de Melanina (MCH) é um neuropeptideo que em
mamiferos, é composto por 19 aminoacidos, e € sintetizado a partir de uma molécula precursora,
a prepro-MCH (pMCH) (VAUGHAN et al, 1989). A sintese de MCH se inicia a partir de um
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unico gene, o PMCH, notavelmente conservado entre os mamiferos e que codifica a pMCH,
originando trés neuropeptideos: o acido glutdmico-glicina (NGE), o acido glutdmico-isoleucina
(NEI) e 0 MCH (DINIZ E BITTENCOURT, 2019).

NGE || NEI

PMCH HoN sp Cadeia estrutural MCH | COOH

K KR RR

Figura 1: Representacdo esquematica do gene PMCH e do neuropeptideo MCH codificado. O primeiro exon do
gene PMCH corresponde ao peptideo sinal (sp) e a primeira parte da cadeia estrutural da prepro-MCH (pMCH).
O segundo e terceiro exon codificam o segmento restante da cadeia estrutural e os neuropeptideos NGE, NEI e
MCH (Adaptado de DINIZ E BITTENCOURT, 2019).

Os receptores MCH, séo divididos em 2 tipos, 0 MCH1-R e MCH2-R, sendo que ambos
sdo0 expressos em humanos, mas em roedores foi confirmada apenas a expressao do MCH1-R.
(SAILER et al, 2001; MACNEIL, 2013). Em ratos, esse receptor é¢ codificado pelo gene
MCHR1 (Gene ID: 83567) e a proteina resultante tem 353 aminoacidos de comprimento,
formando uma estrutura caracterizada por sete dominios transmembranares, caracteristica
comum de receptores pertencentes a familia de receptores acoplados a proteina G (GPCR).
Estudos mostraram que o MCH1-R pode se acoplar as proteinas Gi e Go e Gq, podendo causar
a inibicdo da producdo de cAMP, o aumento dos niveis de Ca?* intracelular livre, estimular a
proteina quinase ativada por mitogénio (MAP) e induzir a atividade da MAPK (CHUNG et al,
2009).
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Helix 8

Figura 2: Representagdo esquematica de um receptor MCH1. Na imagem estdo representados alguns locais
importantes para o funcionamento do receptor MCH1-R. Os N13, N16 e N23 (circulos em verde) indicam o local
de N-glicosilacdo, o D123 (circulo vermelho) indica um local importante para a ligacdo de MCH e ativacdo do
receptor. O R155 (circulo roxo) regula a transducéo de sinal. O T255 (circulo em azul) regula a expressdo de
MCH1-R na superficie celular, e o local DRY pode desempenhar papéis fundamentais no controle da conformacéo
do receptor e no acoplamento da proteina G (Adaptado de CHUNG et al, 2009).

Os corpos celulares dos neurénios MCH estédo localizados principalmente na regido do
LH/PFA e zona incerta (ZI) (ADAMANTIDIS E DE LECEA, 2008). Evidéncias demonstram
que o MCH participa da modulacdo de uma série de fungdes em nosso organismo como da
regulacdo da homeostase energética (MARSH et al, 2002) nas funcGes cardiovasculares
(MESSINA E OVERTON, 2007), no balanco do ciclo sono e vigilia (TORTEROLO et al 2011;
TORTEROLO et al, 2015; ONO E YAMANAKA, 2017), no controle da ingestdo alimentar e
perda de peso (DELLA-ZUANA et al, 2002) e do controle da resposta ventilatoria a hipercapnia
(LI et al., 2014). Isso se deve principalmente pelas caracteristicas de seus receptores MCH1-R
que sdo acoplados as proteinas G, e estdo amplamente distribuidos pelo SNC (MARSH et al,
2002; SAILER et al, 2001). Além disso, seus neurdnios enviam projecGes para diversas regioes
do SNC, inclusive para regides quimiossensiveis como o ndcleo retrotapezdide (RTN) e locus
coeruleus (LC) (PEYRON et al, 1998).
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Cerebellum

Figura 3: Esquema da distribui¢do dos neurébnios MCH em um corte sagital de encéfalo de rato. Os
circulos azuis, amarelos e vermelhos representam a localiza¢do dos neurdnios que sintetizam o MCH,
localizados no hipotalamo lateral (LHA), area hipotalamica incerta (IHy) e zona incerta (Z1). As setas
indicam as projecdes dos neurdnios MCH para diferentes areas do SCN, destaque para as regides que
participam da quimiorrecepgdo central como o locus coeruleus (LC), nucleo do trato solitario (NTS),
nucleo parabraquial (PB). (DINIZ E BITTENCOURT, 2017).

Quanto ao envolvimento dos neurdnios MCHérgicos no controle respiratério, foi
observado que o silenciamento génico do precursor de MCH, pela técnica de RNA interferente
causou um aumento da resposta ventilatoria hipercapnica em ratos durante a vigilia, mas nédo
durante o sono (LI et al., 2014) o que sugere que 0 MCH age como um supressor da resposta
ventilatoria hipercapnica durante a vigilia. Tal acdo € oposta aquela dos neurbnios
orexinérgicos. De fato, segundo a literatura, neurénios MCHeérgicos e orexinérgicos
estabelecem relacBes sindpticas reciprocas, mas enquanto as orexinas sdo neuropeptideos
predominantemente excitatorios (BURDAKOQV et al., 2013), o0 MCH é um neuropeptideo
inibitério (VAN DEN POL et al.,, 2004; WU et al., 2009). Como resultado, neurbnios
orexinérgicos e MCHeérgicos sao antagdnicos em muitas de suas acGes fisioldgicas, inclusive
no controle respiratorio. No entanto, 0 mecanismo pelo qual o MCH modula o quimiorreflexo
central ndo foi, até o momento, elucidado. A principal hipdtese é de que seu efeito inibitorio
modula a atividade de neurénios quimiossensiveis que expressam MCH1-R, o que poderia ser
tanto localmente, no LH/PFA, onde ja foi confirmada a expressdao de MCH1-R (LEMBO et al,
1999) e € onde ocorrem interagdes sindpticas com os neurdnios OX (GUAN et al, 2002), quanto
a distdncia, agindo em outras regides quimiossensiveis para 0S quais esses neurbnios se

projetam.
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Dentre os nucleos quimiossensiveis, o LC pode ser eleito como possivel alvo dos
neurdnios MCH na modulagdo do quimiorreflexo central, uma vez que os neur6nios dessa
regido recebem densas proje¢des dos neurdnios MCH (YOON E LEE, 2013a; YOON E LEE,
2013Db), expressam os MCH1-R (LEMBO et al, 1999; SAITO et al, 2001; YE et al, 2018) e os
neurénios noradrenérgicos dessa regido sdo quimiossensiveis (BIANCARDI et al, 2008;
GARGAGLIONI et al, 2010). Além disso, como os neurbnios MCH, 0s neurdnios
noradrenérgicos do LC também participam da regulacéo do ciclo sono-vigilia (ASTON-JONES
E BLOOM, 1981; BERRIDGE E WATERHOUSE, 2003; BERRIDGE et al, 2012).

Em relagdo ao ciclo sono-vigilia e claro-escuro, sabe-se que 0s neurénios MCHérgicos
atuam promovendo 0 sono, especialmente o sono REM. Em um estudo de HASSANI e colegas
(2009), o registro da taxa de disparo dos neurénios MCHeérgicos durante o ciclo de sono e vigilia
de ratos revelou que os neurébnios MCH disparam durante o sono, mas nao durante a vigilia.
Sugere-se que o papel dos neurdnios MCHeérgicos na inducdo do sono pode ser devido ao efeito
inibitério do MCH nos neurdnios orexinérgicos, 0s quais sdo reconhecidamente promotores da
vigilia. (LI et al, 2014; SAKURAI et al., 2010; TORTEROLO et al, 2011). Dessa forma, a
interacdo dos neurdnios MCHeérgicos com os orexinérgicos parece contribuir para regulagéo do
ciclo sono-vigilia, e sua atividade parece ser dependente ciclo circadiano. (ONO E
YAMANAKA, 2017).

Segundo estudos anteriores, tanto o LH/PFA quanto o LC estdo envolvidos na
termorregulacdo (TAKAHASHI et al, 2001; RAVANELLI E BRANCO, 2008; MORRISON,
2017). Considerando a participacdo dos neurdbnios MCHérgicos no balanco energético, tem sido
demonstrado que a perda da sinalizacdo de MCH em camundongos knockout para MCH resulta
em aumento da temperatura corporal, do consumo de oxigénio, da frequéncia cardiaca e da
pressdo arterial média (TAKASE et al, 2014). Além disso, foi demonstrado que camundongos
sem a expressdo dos MCH1-R apresentam uma temperatura corporal basal média aumentada,
principalmente durante a fase clara (AHNAOU et al, 2011), sugerindo que o neuropeptideo
MCH pode participar da regulacdo da temperatura corporal, no entanto até o momento ndo ha
estudos relacionados com a participacdo do MCH no controle da temperatura corporal durante

a hipercapnia.

Dessa maneira, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o possivel papel do MCH, atuando
no LH/PFA e no LC, na modulacdo da resposta ventilatoria hipercépnica e do controle da
temperatura corporal durante a hipercapnia, via receptores MCH1-R. Para tanto foi investigado
o efeito da microinjecdo de MCH intra-LH/PFA e intra-LC e do antagonista MCH1-R (SNAP-
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94847) intra-LH/PFA na resposta ventilatoria hipercapnica e na temperatura corporal em

diferentes fases do ciclo sono-vigilia durante as fases clara e escura do ciclo diurno de ratos.

2. MATERIAL E METODOS:
2.1. Animais:

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 270-350g. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central da Unesp campus de Botucatu, e mantidos em caixas com no
maximo 5 animais até a realizacdo do procedimento cirdrgico, em ambiente com temperatura
controlada (23 °C) e com oferta de ragdo e agua ad libitum. Os animais foram divididos entre o
biotério do ciclo parcialmente invertido onde as luzes eram acesas as 15hrs e apagadas as 3hrs
e 0 biotério do ciclo regular onde as luzes eram acesas as 7hrs e apagadas as 19hrs. Com isso,
ambos os grupos foram mantidos em um ciclo claro-escuro de 12hrs. Todos 0s experimentos
foram realizados entre 9-15hrs. Os animais do ciclo invertido tiveram um processo de adaptacédo
de no minimo 2 semanas, para auxiliar a visdo do experimentador foi utilizado uma luz
vermelha durante os procedimentos realizados no biotério e experimentos do ciclo parcialmente
invertido. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA - IBB, UNESP, Botucatu, SP; protocolo n° 1104-CEUA).

2.2. Procedimento cirurgico:

Durante o procedimento cirargico foram realizados os implantes de um sensor de
temperatura, eletrodos de eletroencefalograma (EEG), eletrodos de eletromiograma (EMG) e
canulas-guia direcionadas ao hipotalamo lateral/area perifornicial (LH/PFA) bilateralmente e
ao locus coeruleus (LC) unilateralmente. Para realizacdo de tais procedimentos, 0s animais
foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de ketamina e xilazina (100 e 20 mg/kg,
respectivamente). Em seguida foi feita a tricotomia do abdémen e da regido dorsal da cabeca e
a assepsia da pele com alcool iodado. Um sensor de temperatura (Subcue Datalogger, Calgary,
Alberta, CA) foi introduzido na cavidade abdominal dos animais por meio de laparatomia
mediana e, ap6s sutura da musculatura e da pele abdominal, os ratos foram posicionados no
aparelho estereotéxico, sendo a cabeca colocada na posicdo plana e fixada por meio de barras

auriculares.
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Apos injecdo subcutanea de um anestésico local com vasoconstritor (cloridrato de
lidocaina e epinefrina) na regido do escalpo a ser aberta, foi feita uma inciséo longitudinal na
pele e tecido subcutaneo, expondo-se a regido da calota craniana, sendo possivel ver as suturas
que representam o bregma e o lambda. Dessa maneira foram anotados os parametros antero-
posteriores e laterais a partir do bregma e do lambda para marcar a localizagéo dos eletrodos de
eletroencefalograma (EEG), representados na figura 4. Foram feitos pequenos orificios na
calota craniana com o auxilio de uma broca odontoldgica, para implante de eletrodos corticais
para registro de EEG. Foram introduzidos trés eletrodos de EEG: o eletrodo frontal localizado
a 2 mm anterior ao bregma e 2 mm lateral & linha média, o eletrodo parietal a 4 mm anterior ao
lambda e 2 mm lateral a linha média, e o eletrodo “terra” que foi inserido entre 0s eletrodos
frontal e parietal. Para o registro do eletromiograma (EMG), foi inserido um par de eletrodos
profundamente na musculatura do pescoco dos ratos, sendo que os fios desses eletrodos foram
direcionados, subcutaneamente, até a cabeca para que, juntamente com os eletrodos de EEG,
fossem acoplados & um dispositivo plastico que serviu de soquete para 0 posicionamento dos

eletrodos (Plastic One Inc.).

Em seguida foram anotados os parametros antero-posteriores, dorso-ventrais e laterais
a partir do bregma e lambda para determinacao dos pontos de introdugédo das canulas-guia, em
direcdo ao LH/PFA bilateralmente ou ao LC unilateralmente. Assim, foram feitos os orificios
na calota craniana com o auxilio de uma broca odontologica esférica acoplada a um motor de
baixa rotacdo, e por esses orificios foram introduzidas as canulas, cuja extremidade inferior
ficou localizada cerca de 1 mm acima da superficie das regides desejadas. As coordenadas que
foram utilizadas para a insercdo das canulas foram baseadas em estudos anteriores e de acordo
com o atlas de PAXINOS & WATSON (2014): AP=-2,7 mm a partir do bregma, L=-1,2 mm
da linha média, DV= -7,4 mm ventral a superficie do 0sso para as cirurgias direcionadas ao
LH/PFA e AP=-3,4 mm a partir do lambda, L= -1,2 mm da linha média, DV=-6,0 mm ventral

a superficie do 0sso para as cirurgias direcionadas ao LC.
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Figura 4: Desenho esquematico de um animal posicionado no aparelho esterotaxico, mostrando o posicionamento
dos eletrodos de eletromiograma (EMG) e eletroencefalograma (EEG) e canulas-guia bilateralmente direcionadas
ao LH/PFA.

As canulas foram fixadas ao cranio com resina acrilica de uso odontolégico e ancoradas
pelos parafusos dos eletrodos de EEG, previamente introduzidos na calota craniana. Apds
completa fixacdo da céanula, a torre do estereotaxico foi removida. Como medida profilatica
pos-cirdrgica, o animal foi tratado com antibidtico (0,3 ml de benzilpenicilina, 1.200,000 U;
via intramuscular) e analgésico (megluminato de flunixina, 2,5 mg/kg; via subcutanea). Apos
esses procedimentos, os animais foram retirados do estereotaxico, colocados em caixas
individuais com agua e racao ad libitum e mantidos no biotério por um periodo de 7 dias. Apds

esse periodo, eles foram submetidos aos protocolos experimentais.

2.3. Microinjecao:

Foram realizadas microinjecbes de MCH (horménio concentrador de melanina;
0.4 mM; Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA, EUA), ou do seu veiculo (salina esteéril),
no LH/PFA bilateralmente e no LC unilateralmente, bem como do antagonista dos receptores
MCH-1, SNAP-94847 (63 mM; Sigma, St Louis, MO, USA) ou de seu veiculo (aCSF + 5%
DMSO) no LH/PFA bilateralmente. Para arealizacgio das microinjecdes foi
utilizada uma agulha gengival (28 gauge), conectada por meio de um tubo de polietileno
(PE-10) & uma seringa  Hamilton de 5uL (Hamilton, Reno, NV).O

volume microinjetado foi de 100 nL, com a duracéo de aproximadamente de 30 segundos tanto
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para o LH/PFA quando para LC. As doses utilizadas foram baseadas em estudos anteriores
(BROWN et al., 2007; YE et al., 2018).

2.4. Medida de ventilagdo pulmonar:

As medidas de ventilacdo foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro, em um
sistema fechado (JACKY, 1978). A figura 5 é uma representacdo esquematica do sistema de
pletismografia de corpo inteiro. As oscilacbes de pressdo causadas pela respiracdo do animal
foram monitoradas por um transdutor de pressdo, conectado a camara. Os sinais coletados
foram convertidos e digitalizados em um computador equipado com um programa para analise
de dados. A conexdo de entrada de ar foi conectada a um misturador de gases que permitiu o
fluxo de ar normocépnico ou hipercapnico (7% CO., 21% O> e N2 balan¢o) quando necessario
de acordo com o protocolo experimental e a conexd@o de saida foi conectada a uma bomba a
vacuo que garantiu a saida de ar em um fluxo de 2L/min, igual ao fluxo de entrada de ar. O
fluxo de entrada e saida de gases na camara pletismogréafica foi equilibrado para prevenir uma
condicdo hiper ou hipobérica dentro da camara, e nos permitiu realizar o registro continuo dos
parametros ventilatérios, uma vez que o ar dentro da camara foi continuamente renovado. A
calibracdo do volume foi obtida injetando-se um volume conhecido de ar dentro da cdmara do

animal (1 mL) com o uso de uma seringa graduada. Variaveis respiratorias, como a frequéncia

respiratoria (fR), volume corrente (V) e ventilagdo (\7 g) foram estimadas por meio de um
programa de analise de dados do software Prism 6. As medidas de ventilacdo foram realizadas
continuamente durante 70 minutos a partir do inicio dos tratamentos, tanto na fase clara quanto
escura e para cada fase, os momentos de sono NREM e de vigilia foram separados e analisados

em grupos distintos.
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Figura 5: Desenho esquematico do sistema de pletismografia de corpo inteiro com registro continuo de EEG,
EMG, temperatura e ventilacdo pulmonar do animal.

2.5. Medida da temperatura corporal (Tc):

Durante os experimentos, Tc foi monitorada continuamente por meio de um sensor e
registrador de temperatura integrado (Subcue, Calgary, Alberta, CA), implantado na cavidade
abdominal dos ratos. Previamente aos procedimentos cirrgicos, os sensores de temperatura
foram conectados a um computador, via conexdo Optica e programados para a coleta de dados
ao longo dos experimentos com leituras a cada 5 minutos. Para os procedimentos de
programacdo dos sensores bem como para 0 acesso aos dados armazenados foi utilizado o
programa “SubCue temperature datalogger software”. A temperatura ambiente e da camara

foram também mensuradas por meio de termosensores.

2.6. Registro do eletroencefalograma e eletromiograma:

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, e gravados diretamente em um computador. Assim, 0s
dados de EEG e EMG obtidos em cada experimento foram qualificados pela fase do ciclo sono-
vigilia. Foram visualmente avaliados e separados em dois grupos: vigilia caracterizado por
ondas de EEG de baixa amplitude e alta frequéncia, com atividade muscular esquelética

aumentada observada pelo aumento na amplitude do sinal de EMG e sono NREM caracterizado
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por ondas de EEG de alta amplitude e baixa frequéncia, com atividade muscular esquelética

diminuida.

2.7. Histologia:

Para verificar a localizagdo do sitio de microinjecdo, foram realizados procedimentos
histoldgicos. Para isso, ao final dos experimentos, os animais foram profundamente
anestesiados para realizacdo do procedimento da perfusdo transcardiaca, com 300 mL de
solucdo salina seguida por 300 mL de soluc¢éo fixadora filtrada composta por paraformaldeido
a 4% em temperatura ambiente. A perfusao foi realizada com o auxilio de uma bomba perfusora
peristaltica (Masterflex®, Cole Parmer International, Vernon Hills, IL, EUA), ajustada a um
fluxo de 30 mL/min. Em seguida, o encéfalo foi retirado e imerso em solucdo de
paraformaldeido a 4%. No dia seguinte o encéfalo foi crioprotegido por imersdo em uma
solucéo de sacarose a 30% por pelo menos 72 hrs. Posteriormente, os encéfalos foram cortados
no plano coronal em seccOes seriadas de 40 um em um criostato (Reichert-Jung, Leica,
Alemanha), em toda a extensdo do LH/PFA ou LC, e montados em laminas gelatinizadas. Os
cortes obtidos foram entdo corados pelo método de Nissl com coloracdo com cresil violeta
(Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, EUA). A analise microscopica da localizacdo do sitio de
microinjecéo foi feita em microscopio Optico. Os sitios anatdmicos de referéncia bem como os
sitios de microinjecdo foram identificados com o auxilio do atlas de PAXINOS & WATSON
(2014).

2.8. Analise estatistica:

Os valores sao relatados como média £ SEM. As variacGes nas respostas ventilatorias e
de temperatura corporal a hipercapnia foram analisadas por ANOVA de duas vias, seguida pelo
teste de Bonferroni para comparac@es post-hoc. Quanto as analises de sono-vigilia, foi utilizada
a analise de variancia multivariada MANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls para
comparagOes post-hoc. O nivel de significancia foi estabelecido em P < 0.05. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando um programa de software (GraphPad Prism 6). Os
gréficos de vigilia sdo apresentados com a média dos dados coletados a cada 10 minutos ao
longo de todo o experimento engquanto que os graficos de sono séo apresentados com a média

antes e depois da microinjecdo, isso se deve pelo fato de que periodos de vigilia geralmente
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ocorrem ao longo de todo experimento, enquanto que periodos de sono ocorrem apenas em

alguns momentos.

2.9. Protocolos experimentais:
2.9.1. Efeito da microinjegdo de MCH intra-LH/PFA na ventilagdo em normocapnia e

hipercapnia em ratos durante a vigilia e 0 sono, na fase clara e escura.

Os ratos foram colocados no interior da camara pletismogréfica ventilada com ar
ambiente e, ap0s a fase de aclimatacdo (30-60 minutos), o registro dos parametros ventilatorios,
EEG e EMG foi iniciado, antes da microinjecdo, para obtencao dos parametros basais. Apos 30
minutos, a agulha de microinjecéo foi inserida na canula-guia e a microinjecdo bilateral de
MCH ou salina estéril foi realizada no LH/PFA. Em seguida, todos os pardmetros foram
registrados por mais 10 minutos em ar ambiente seguido por 30 minutos em hipercapnia (7%
CO2, 21% O e N2 balanco), a sequéncia temporal desses eventos estao representados na figura
6. Os dados de temperatura ambiente, da camara e corporal (Th) foram registrados durante todo
0 experimento. Com a posterior analise do registro de EEG/EMG, os dados foram separados

em momentos de vigilia e sono NREM.

Microinjecéo de MCH [0.4 mM]
ou salina estéril

_ _ 30min
30min 10min hipercapnia
aclimatagéo ar ambiente ar ambiente (7% CO,)
l 11

Figura 6: Diagrama esquematico da sequéncia temporal de eventos experimental.

2.9.2. Efeito da microinjecdo de MCH intra-LH/PFA na ventilacdo em normocapnia em

ratos durante a vigilia e o sono, na fase clara.

Todos os procedimentos experimentais deste protocolo foram realizados como descrito
no protocolo 2.9.1, com excecdo de que neste protocolo o registro de ventilagéo foi feito apenas

em normocapnia.
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2.9.3. Efeito da microinjecdo de SNAP-94847 intra-LH/PFA na ventilagdo em

normocapnia e hipercapnia em ratos durante a vigilia e o sono, na fase clara.

Todos os procedimentos experimentais deste protocolo foram realizados como descrito
no protocolo 2.9.1, com exce¢édo de que neste protocolo foi realizado a microinjecao bilateral
de SNAP-94847 no LH/PFA.

2.9.4. Efeito da microinjecdo de MCH intra-LC na ventilagdo em normocapnia e

hipercapnia em ratos durante a vigilia e 0 sono, na fase clara e escura.

Todos os procedimentos experimentais deste protocolo foram realizados como descrito
no protocolo 2.9.1, com excecao de que neste protocolo foi realizado a microinjecao unilateral
no LC.

3. RESULTADOS:

3.1. Sono e vigilia:

Na figura 7 esta representado um trecho do registro de um animal representativo dos
grupos mostrando as varia¢Ges de presséo inspiratoria (Pinsp), EMG e EEG durante a vigilia
(A) e 0 sono NREM (B). Como podemos observar, durante a vigilia, o EEG é caracterizado
por ondas de alta frequéncia e baixa amplitude (dessincronizacdo). Durante o sono NREM,
observamos diminuicdo da frequéncia das ondas cerebrais no EEG, predominando ondas de

baixa frequéncia e alta amplitude.
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Figura 7: Trecho representativo de um dos experimentos mostrando o registro de pressdo inspiratéria EMG e EEG
durante a vigilia (A) e sono NREM (B) em normocapnia.

A Tabela 1 mostra o tempo (em porcentagem) em que os animais ficaram em vigilia e
sono NREM em ar ambiente e 7% de CO., antes e apds a microinjecdo, durante a fase clara e
escura do ciclo diurno dos animais. Os periodos de sono REM ndo foram comuns em nossos
experimentos e, quando ocorreram, foram muito curtos. Portanto, os periodos durante o sono
REM, ou quando o estado de sono era indeterminado, foram excluidos de nossa analise. N&o
houve interacdo nos dados dos grupos MCH intra-LC e SNAP-94847 intra-LH/PFA. Podemos
observar gue 0s animais que receberam microinjecées de MCH ou veiculo intra-LH/PFA
permaneceram predominante em vigilia durante os 10 minutos ap6s a microinjecdo e
permaneceram mais tempo em vigilia durante a hipercapnia tanto na fase clara quanto escura.
Além disso, tanto o grupo MCH quanto o salina permaneceram significativamente mais tempo

em vigilia no periodo de hipercapnia durante a fase escura comparado a fase clara.
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Tabela 1: PORCENTAGEM DE TEMPO EM VIGILIA E SONO-NREM

LH/PFA
SALINA MCH
ar ambiente ar ambiente apds microinje¢do 7% CO , ar ambiente ar ambiente apds microinje¢do 7% CO ,
vigilia (%) 46,1£0,1 100 ** 76,1+0,1**  48,4+0,2 100 ** 64,7 +0,2"
CHARO. o (%) 53,9%0,1 0" 23,9+0,1"  51,6+0,2 0* 35,3+0,2"
escuro &7 (%) 64,9£0,2 100 ** 78,7+02%" 41,302 100 ** 82,0+0,1*
sono (%) 35,1£0,2 0" 21,3+0,2"  58,7+0,2 o* 18,0 +0,1*
LH/PFA
aCSF + DMSO [5%] SNAP - 94847
ar ambiente ar ambiente apds microinjeg¢do 7% CO , ar ambiente ar ambiente apds microinje¢do 7% CO ,
e vigilia (%) 27,6 +0,1 100 75,4+0,3 50,4+0,2 100 74,4 £0,2
sono (%) 72,4+0,1 0 24,6 +0,3 49,6 £0,2 0 25,6+0,2
LC
SALINA MCH
ar ambiente ar ambiente apds microinje¢do 7% CO, ar ambiente ar ambiente apds microinje¢do 7% CO,
) vigilia (%) 50,7 +0,3 40,9+0,3 49,7 £0,2 37,2+0,2 31,910,2 37,7%0,1
sono (%) 49,3+0,3 59,1+0,3 50,3%0,2 62,8+0,2 68,1+0,2 62,3+0,1
£scURo VEMa (%) 54,8£0,1 66,3 +0,2 37,0£0,1 53,0 68,5+0,1 53,3+0,1
sono (%) 45,2+0,1 33,7+0,2 63,0+£0,1 47,0 31,5+0,1 46,7 £0,1

Porcentagem de tempo em vigilia e sono NREM em ar ambiente e 7% de CO- antes e apds a microinje¢do MCH
intra-LH/PFA e intra-LC ou de SNAP-94847 intra-LH/PFA e as respectivas solugcdes veiculos nos grupos da fase
clara e escura. #P < 0.05, periodo pré-microinjecdo versus periodo pos-microinjecdo; *P < 0.05, vigilia versus
sono; +P < 0.05, fase clara versus fase escura.

3.2. Histologia:

Na figura 8, vemos uma fotomicrografia de seccao transversal de encéfalos de animais

representativos dos grupos que foram submetidos a microinjecéo bilateral de MCH no LH/PFA
(A) ou unilateral no LC (B).
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Figura 8: Localizagdo anatdmica da microinjecdo. (A) Fotomicrografia de uma sec¢ao coronal do encéfalo de um
rato representativo, mostrando um local tipico de microinjecéo no hipotalamo lateral/area perifornicial (LH/PFA;
seta preta). (B) Fotomicrografia de uma seccéo coronal do encéfalo de um rato representativo, mostrando um local
tipico de microinjecéo no locus coeruleus (LC; seta preta). O circulo pontilhado indica o LC contralateral a regido
da microinjecdo. 3V: terceiro ventriculo; 4V: quarto ventriculo.
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3.3. Efeito da microinjecdo intra-LH/PFA de MCH ou veiculo resposta ventilatoria a

hipercapnia, em ratos durante a vigilia e 0 sono na fase clara e escura.

Na figura 9, podemos observar os efeitos da microinjecdo de MCH [0.4 mM] ou veiculo
no LH/PFA na resposta ventilatdria a hipercapnia na fase clara. Como observado, o MCH intra-

LH/PFA diminuiu a resposta ventilatoria hipercapnica em 24% durante a vigilia (V E = 1923

+145.1; n = 7 versus 2543.4 + 77.7 ml, kg min!; n = 05) e 16% durante o sono (V E = 1914.3
+93.5; n = 06 versus 2272.7 + 121.3 ml, kg min'; n = 04) em comparagéo ao grupo controle

(P < 0.05) na fase clara.

O efeito do MCH na ventilacdo pulmonar também foi avaliado em normocapnia, aos 10
minutos ap6s a microinjecdo, em vigilia. No entanto, ndo foi encontrada diferenga nos

parametros ventilatérios entre o grupo tratado com MCH e o grupo controle, na fase clara.
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Figura 9: Efeito da microinjecao de MCH ou solugéo veiculo intra-LH/PFA no volume corrente (V), frequéncia

respiratoria (fR) e ventilagdo pulmonar (V E) de ratos expostos a normocapnia e hipercapnia (7% CO>) durante a
vigilia (A) e 0 sono NREM (B) na fase clara. A seta indica 0 momento da microinjecdo. A barra preta indica o
periodo de hipercapnia. Os valores sdo expressos como média £ S.E.M. *P < 0.05, MCH versus salina estéril.
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Na fase escura, como mostrado na figura 10, a microinjecdo de MCH néo alterou a

ventilagio basal ou a resposta ventilatdria a hipercapnia durante a vigilia (V E = 2473.4 + 95.3;

n = 6 versus 2335.2 + 188.1 ml, kg? min; n = 04), bem como ndo modificou a resposta

ventilatoria hipercapnica durante o sono (V E = 2313 + 122.3; n = 3 versus 2211.7 + 186.2 ml,

kg™ mint; n = 03), comparado com o grupo controle.
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Figura 10: Efeito da microinje¢cdo de MCH ou veiculo intra-LH/PFA no volume corrente (V7), frequéncia

respiratoria (fR) e ventilagdo pulmonar ( \'4 E) de ratos expostos a normocapnia e hipercapnia (7% CO>) durante a
vigilia (A) e 0 sono NREM (B) durante a fase escura. A seta indica 0 momento da microinjecdo. A barra preta
indica o periodo de hipercapnia. Os valores sdo expressos como média + S.E.M.
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3.4. Efeito da microinjec¢éo intra-LH/PFA de MCH ou veiculo na respiracao basal, em

ratos durante a vigilia e o sono na fase clara.

Na figura 11, podemaos avaliar os efeitos da microinjecdo de MCH [0.4 mM] ou veiculo
no LH/PFA em condi¢es normocapnicas na fase clara. Podemos observar a frequéncia
respiratéria no periodo antes da microinjecdo dos animais tratados e controle durante o sono
séo estatisticamente diferentes, no entanto o MCH intra-LH/PFA ndo alterou a ventilacéo basal

durante a vigilia (\./ E = 750.3 + 16.2; n = 3 versus 738.7 + 30.9 ml, kg* min; n = 03) ou

durante o sono (\./E = 595 + 42.9; n = 3 versus 596 = 11.3 ml, kg* mint; n = 03) em

comparacgédo ao grupo controle na fase clara.
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Figura 11: Efeito da microinje¢cdo de MCH ou veiculo intra-LH/PFA no volume corrente (V7), frequéncia

respiratoria (fR) e ventilagdo pulmonar (V E) de ratos expostos a normocapnia durante a vigilia (A) e o sono
NREM (B) durante a fase clara. A seta indica 0 momento da microinjecdo. A barra preta indica o periodo de
hipercapnia. Os valores sdo expressos como média + S.E.M. *P < 0.05, MCH versus salina estéril.



36

3.5. Efeito da microinjecdo intra-LH/PFA de SNAP-94847 (antagonista dos MCH1-R)
ou veiculo na resposta ventilatdria a hipercapnia, em ratos durante a vigilia e o0 sono

na fase clara.

Na figura 12, podemos avaliar os efeitos da microinjecdo de SNAP-94847 [63 mM] ou
veiculo no LH/PFA na resposta ventilatoria a hipercapnia na fase clara. Podemos observar que
0 SNAP-94847 intra-LH/PFA aumentou a resposta ventilatoria hipercapnica em 18% durante

avigilia (\./ E = 2546.6 + 113.2; n = 6 versus 2106.4 + 178.5 ml, kg* min'; n = 05) (P < 0.05),

mas n&o alterou a ventilag&o durante o sono (V E = 2073.5 + 158.9; n = 4 versus 2007 + 151.5

ml, kg* min't; n = 05) em comparago ao grupo controle na fase clara.



37

FASE CLARA

- SNAP -94847 (n= 6) % SNAP-94847 (n= 4)
& veiculo (n=5) & yeiculo (n= 5)
181 18 -
15
154 .
— -
< "> 121
()]
~ 124 R4
- = 97
S
E oA £
- F 67
> >
6 3=
‘ 7% CO,
0
3 L] L L L L L] L L] ! '
250 2507
~— -
< 'c 2004
= 2007 <
E E
. %]
) 150 -
o 1507 o
o =
2 < 100 A
Eloo- x
‘ 7% CO,
50 T 1 1 T | 1 1 1 50 ! !
2800 % 2800 -
<2400 - ’.'A 2400
‘C [
= i "~ 2000
£ 2000 c
< 1600 < 16004
D (@)
=~ 12001 X 1500
- -
E 8004 E 800-
S 40 ; 00
> 400 7% CO, > 4
0 L 1 1 T T T I 1 O T 1
-30 -20 -10 0 10 20 30 40 ar ambiente 7% CO,
Tempo (min) pré-injecéo p6s-injecdo

Figura 12: Efeito da microinjecdo de SNAP-94847 ou solugdo veiculo intra-LH/PFA no volume corrente (V1),

frequéncia respiratéria (fR) e ventilagdo (V E) de ratos expostos a hipercapnia (7% CO;) durante a vigilia (A) e
o sono NREM (B) durante a fase clara. A seta indica 0 momento da microinjecdo. A barra preta indica o periodo
de hipercapnia. Os valores sdo expressos como média + S.E.M. *P < 0.05, SNAP - 94847 versus veiculo.
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3.6. Efeito da microinjecdo intra-LC de MCH ou veiculo na resposta ventilatoria a

hipercapnia, em ratos durante a vigilia e 0 sono na fase clara e escura.

Na figura 13, é mostrado o efeito da microinjecdo de MCH [0.4 mM] ou veiculo intra-
LC na resposta ventilatoria a hipercapnia durante a fase clara. Como podemos observar, a
microinjecdo de MCH ndo alterou a ventilacdo dos animais em condi¢des normocépnicas, assim

como ndo alterou a resposta ventilatoria hipercapnica em comparacgao ao grupo controle durante
a vigilia (V E = 1734.5 + 64.6; n = 6 versus 1917.8 + 147.9 ml, kg min!; n = 04) e sono

(VE = 1687.9 + 98.9; n = 6 versus 1644.7 + 164.8 ml, kg™ min': n = 04).
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Figura 13: Efeito da microinjecdo de MCH ou solugdo veiculo intra-LC no volume corrente (Vr), frequéncia
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hipercapnia. Os valores sdo expressos como média + S.E.M.
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Da mesma forma, como mostrado na figura 14, durante a fase escura, a microinjecéo de

MCH no LC ndo alterou a ventilagdo em condic¢bes de normocapnia e ndo alterou a resposta
ventilatoria a0 CO», comparado ao grupo controle, durante a vigilia (V E = 1798.1 + 101;

n = 4 versus 1885.2 + 127.5 ml, kg™ min; n = 06) ou durante o sono (\./ E = 1644.6 + 176.9;
n = 4 versus 1687.6 + 88.9 ml, kg™ min™; n = 06).
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Figura 14: Efeito da microinjecdo de MCH ou solugdo veiculo intra-LC no volume corrente (Vr), frequéncia

respiratoria (fR) e ventilagdo (V E) de ratos expostos a condi¢des normocapnicas e hipercapnicas (7% CO,)
durante a vigilia (A) e 0 sono NREM (B) durante a fase escura. A seta indica 0 momento da microinje¢do. A barra
preta indica o periodo de hipercapnia. Os valores sdo expressos como média + S.E.M.
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3.7. Temperaturas da camara e do ambiente:

Durante a realizacdo de todos os protocolos experimentais a temperatura média da
camara foi de 23 + 1°C (EPM), e a temperatura média da sala foi de 22 + 1°C (EPM).

3.8. Temperatura corporal (Tc):

A figura 15 mostra a varia¢do na Tc dos animais que receberam microinje¢do de MCH
intra-LH/PFA e do grupo controle, que receberam a solucdo veiculo em condi¢des de
normocapnia e hipercapnia durante a fase clara (A) e escura (B). Podemos observar que 0s
animais que receberam a microinjecdo de MCH ndo apresentaram mudancas na Tc, comparado
aos animais do grupo controle, no entanto apds a microinje¢do houve um aumento
estatisticamente significante da Tc dos animais do grupo controle, comparado com o periodo

anterior a microinjecé&o.
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Figura 15: Efeito da microinjecdo de MCH ou veiculo intra-LH/PFA na temperatura corporal de ratos néo-
anestesiados em condi¢des normocépnicas e hipercapnicas (7% CO,) na fase clara (A) e escura (B). A seta indica
0 momento da microinjecao. A barra preta indica o periodo de hipercapnia. Os valores sdo expressos como média
+ S.E.M. *P < 0.05, veiculo pds-microinjecao versus veiculo pré-microinje¢do tempo -30, -
20 e 0; #P < 0.05 veiculo po6s-microinjecdo versus veiculo pré-microinjecéo tempo -10.

A variacdo na Tc dos animais que receberam microinje¢do de MCH intra-LH/PFA e do
grupo controle, que recebeu a solucdo veiculo em condi¢Ges de normocapnia durante a fase
clara é mostrada na figura 16. Podemos notar que ndo houve alteracdes na Tc dos animais

tratados com MCH comparado aos animais do grupo controle em condi¢Ges normocépnicas.
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Figura 16: Efeito da microinjecdo de MCH ou veiculo intra-LH/PFA na temperatura corporal de ratos ndo-
anestesiados em condic@es normocapnicas na fase clara. A seta indica 0 momento da microinjecdo. Os valores sao
expressos como média + E.P.M.

O mesmo foi visto para 0s animais que receberam microinjecdo de SNAP-94847
intra-LH/PFA e do grupo controle em condi¢fes de normocapnia e hipercapnia durante a fase
clara. Como pode ser observado, ndo houve alteracdes na Tc dos animais tratados versus

animais do grupo controle.
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Figura 17: Efeito da microinjecdo de SNAP-94847 ou veiculo intra-LH/PFA na temperatura corporal de ratos

ndo-anestesiados em condi¢Bes normocapnicas e hipercapnicas (7% CO-) na fase clara. A seta indica 0 momento
da microinje¢do. A barra preta indica o periodo de hipercapnia. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.
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A figura 18 mostra a variacao de Tc nos animais que receberam microinjec¢des de MCH
ou veiculo intra-LC, em condic¢Ges de normocapnia e hipercapnia na fase clara (A) e escura (B).
Como podemos observar, ndo houve alteragdes na Tc dos animais tratados com MCH no LC,

comparado ao grupo controle.
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Figura 18: Efeito da microinjecdo de MCH ou veiculo intra-L.C na temperatura corporal de ratos ndo-anestesiados
em ar ambiente ou em hipercapnia a 7% CO, na fase clara (A) e escura (B). A seta indica 0 momento da
microinjecdo. A barra preta indica o periodo de hipercapnia. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.

4. DISCUSSAO:

O presente estudo investigou a hipotese de que o MCH participa da modulacdo da
resposta ventilatoria hipercapnica por sua acdo no LH/PFA e/ou no LC em ratos ndo-
anestesiados e que essa participacao é dependente dos ciclos sono-vigilia e claro-escuro. De
acordo com nossos resultados, podemos sugerir que o MCH, por meio de receptores MCH1-R
no LH/PFA, exerce um efeito inibitério no quimiorreflexo central durante a fase clara (inativa),
uma vez que a microinjecdo bilateral de MCH intra-LH/PFA diminuiu significativamente a
resposta ventilatoria ao CO2 em ratos durante a vigilia e o sono na fase clara, mas néo na fase
escura, bem como a microinjecdo bilateral de SNAP-94847 (antagonista dos MCH1-R)
aumentou resposta ventilatoria ao CO. em ratos durante a vigilia na fase clara do ciclo diurno
dos animais. A microinjecdo de MCH intra-LC ndo alterou a resposta ventilatoria ao CO,
sugerindo que a participacdo de MCH no quimiorreflexo central ndo depende da interacdo dos

neurdnios MCH com os neur6nios quimiossensiveis do LC.
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4.1. MCH e o quimiorreflexo central:

Recentemente, LI et al. (2014), mostrou a primeira evidéncia do envolvimento de MCH
no quimiorreflexo central. Foi visto que em ratos knockdown para a prepo-MCH, a resposta
ventilatdria hipercapnica € exacerbada em comparagdo com o grupo controle, sugerindo que o
MCH tem um efeito inibitério no quimiorreflexo hipercapnico central, no entanto o0s
mecanismos ainda ndo tinham sido investigados. Sabe-se que os neurénios MCH estabelecem
conexdes sinapticas com neurbnios quimiossensiveis, tanto localmente no LH/PFA, quanto a
distancia, agindo no LC, na rafe bulbar, no nucleo do trato solitario (NTS), entre outros
(SKOFITSCH et al, 1985; ADAMANTIDIS e de LECEA, 2008; DINIZ E BITTENCOURT,
2017). Assim, uma das hipéteses plausiveis é de que o papel de MCH na modulacdo do
quimiorreflexo central seria devido a uma influéncia inibitéria de MCH em neurdnios
quimiossensiveis, reduzindo a resposta ventilatoria hipercapnica. Especulamos que esse
mecanismo envolveria, em parte, a ativagdo dos MCH1-R no LH/PFA. Nossos dados
corroboram com essa hipotese, uma vez que a microinjecdo bilateral de MCH no LH/PFA

causou uma diminuicdo na V E dos ratos em condicdes hipercapnicas (7% CO,) comparado

com o grupo controle, durante a vigilia e 0 sono, mas apenas na fase clara (Figura 9) e a

microinjecdo do antagonista dos MCH1-R (SNAP-94847) causou um aumento na v E dos
ratos em condi¢Oes hipercapnicas (7% COz) durante a vigilia na fase clara (Figura 12).
Sugerimos que o MCH via ativacdo dos MCH1-R localizados no LH/PFA exerce uma
modulacdo inibitoria no quimiorreflexo central durante a fase clara, possivelmente por seu
efeito nos neurdnios orexinergicos (OX), também localizados no LH/PFA e que sao
reconhecidos como quimiossensiveis (DENG et al., 2007; WILLIAMS et al., 2007;
SUNANAGA et al., 2009).

Evidéncias indicam que no LH/PFA, os neurdnios OX e MCH estabelecem relagdes
sinapticas reciprocas, mas enquanto as orexinas sdo neuropeptideos predominantemente
excitatorios (BURDAKOV et al., 2013), os MCH sao inibitorios (VAN DEN POL et al. 2004;
WU et al., 2009). A interacdo entre os neurdnios MCH e OX parece ser extremamente
complexa, os neurébnios MCH sdo densamente contatados por neurénios OX, sabe-se que as
orexinas A e B exercem um efeito excitatorio pos-sindptico sobre os neurdénios MCH,
despolarizando seu potencial de membrana e aumentando a frequéncia de pico (VAN DEN
POL, et al 2004). Em contrapartida, foi visto em fatias hipotalamicas de camundongo que o

estimulo optogenético de neurdnios OX inibiu o disparo do potencial de acdo na maioria dos
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neurénios MCH (APERGIS-SCHOUTE et al, 2015). Além do mais, um estudo mostrou que 0s
neurdnios OX podem excitar os neurdnios MCH por meio da liberagdo das orexinas ao mesmo
tempo que pode inibir por meio da liberacdo de dinorfina, um neuropeptideo também
sintetizado pelos neurdnios orexinérgicos (L1 E VAN DEN POL, 2006). Por outro lado, 0o MCH
parece inibir 0s neurdnios OX. Nesse contexto, os camundongos knockout para os MCH1-R
(MCH1R-KO) possuem uma facilitacdo de sinapses glutamatérgicas nos neurénios OX e
exibem uma facilitacdo do potencial de ac&o induzido pela orexina-A, o que sugere que o MCH
exerce um efeito inibitorio sobre a atividade dos neurénios OX (RAO et al, 2008). Com base
nisso, parece-nos razoavel sugerir um mecanismo, mostrado na figura 19, de que a resposta
ventilatoria hipercépnica diminuida, observada com a microinjecdo de MCH e aumentada com
a microinjecdo do antagonista dos MCH1-R no LH/PFA, possa ser devido a um efeito inibitorio
de MCH na atividade dos neur6nios OX.
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Figura 19: Ilustragdo esquematica de um suposto mecanismo da sinalizagdo de MCH no LH/PFA, na modulagdo
do quimiorreflexo hipercapnico. Os neurdnios OX sdo quimiossensiveis as mudancas de pH e estimulam o gerador
de padréo central (CPG) e/ou outros locais quimiossensiveis. Propomos um modelo no qual, durante a fase clara,
estimulos inibitérios dos neurénios MCH diminuem a atividade dos neurdnios OX e consequentemente da resposta
ventilatoria hipercapnica.

Podemos observar que os animais que receberam SNAP-94847 apresentaram alteracfes
na resposta ventilatéria ao CO2 apenas durante a vigilia e ndo durante o sono. Esse resultado
nos parece intrigante, uma vez que a microinjecdo de MCH alterou a resposta ventilatoria ao

CO. tanto durante a vigilia quanto durante o sono na fase clara. Com isso nos questionamos
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com relagdo a duracdo do efeito da droga SNAP-94847 e ndo encontramos informacgdes na
literatura sobre isso. No entanto, podemos observar na figura 12 que a diferenca estatistica no
grupo tratado com o antagonista comparado com o grupo controle ocorre apenas aos 20 minutos
apés a microinjecdo, ndo havendo diferenca nos momentos subsequentes. Pela nossa
experiéncia, os ratos ndo apresentam momentos de sono aos 20 minutos apds a microinjecéo,
que corresponde a 10 minutos em hipercapnia. Assim, consideramos a possibilidade de o efeito
da droga ja estar finalizado no momento em que 0s animais apresentaram momentos de sono.
Dessa forma, ndo descartamos a importancia do efeito de MCH no controle da resposta
ventilatéria ao CO; tanto durante a vigilia quanto durante o sono na fase clara do ciclo diurno

dos animais.

NoOs nossos experimentos, apos a microinjecdo de MCH, os animais permaneceram em
normocapnia por 10 minutos antes do inicio da hipercapnia. Como pode ser visto na figura 9,
ndo observamos diferencas estatisticamente significantes na ventilacdo do grupo tratado e
controle, no entanto observamos um aumento na ventilagio em ambos grupos durante esse
periodo. Para que pudessemos confirmar se 0 MCH realmente ndo exerce um efeito na
ventilacdo em condi¢Bes normocéapnicas, realizamos experimentos em que apos a microinjecao,
0s animais permaneceram 40 minutos em normocapnia. Podemos observar, na figura 11, que
ndo houve alteracdo na ventilagdo dos animais do grupo tratado e controle durante a vigiliae o
sono na fase clara. Contudo, ao analisarmos os graficos podemos notar que a frequéncia
respiratoria dos animais tratados e controle antes da microinjecdo sdo estatisticamente
diferentes durante o sono, todavia essa diferenca ndo alterou a ventilacdo dos animais. Com
isso, podemos ver que a microinjecdo de MCH intra-LH/PFA em condi¢des de normocapnia

ndo altera a ventilacdo dos animais na fase clara.

Para determinar se a sinalizacdo MCH agindo no LC também participa da modulacéo
do quimiorreflexo central, testamos os efeitos das microinjecdes de MCH intra-LC na
respiracdo basal e na resposta ventilatoria ao CO2 em ratos ndo-anestesiados. Todavia, para a
nossa surpresa, a microinjecdo de MCH no LC ndo alterou ventilagdo dos animais em
normocapnia e na resposta ventilatoria ao CO» durante a vigilia e 0 sono nas fases clara e escura
(Figuras 13 e 14), indicando que a sinalizacdo MCHérgica no LC ndo participa da modulacdo

do quimiorreflexo central.
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4.2. MCH e os ciclos sono-vigilia e claro e escuro:

O MCH vem sendo apontado como promotor do sono (FERREIRA et al, 2017). Dessa
forma, analisamos o tempo de sono e vigilia dos animais em nossos experimentos nos diferentes
tratamentos realizados (vide tabela 1). Podemos observar que os animais que receberam
microinjecGes de MCH ou veiculo intra-LH/PFA permaneceram predominantemente em vigilia
nos 10 minutos apds a microinjecdo tanto na fase clara quanto escura, provavelmente por conta
da abertura da cdmara para a realizacdo da microinjecdo, esses animais também permaneceram
significativamente mais tempo em vigilia durante a hipercapnia tanto na fase clara quanto
escura. Além disso, permaneceram significativamente mais tempo em vigilia no periodo de
hipercapnia durante a fase escura comparado a fase clara, isso se deve porque esses animais sao

mais ativos durante a fase escura.

A atividade dos neurénios MCH parece depender ndo apenas do ciclo sono-vigilia, mas
também das fases clara-escura. Por exemplo, evidéncias mostram que no aCSF de ratos
(PELLURU et al, 2013) e em cortes hipotalamicos de camundongo (GERICS et al, 2017), os
niveis de MCH sdo maiores no periodo inativo (fase clara) comparado com o periodo ativo dos
roedores (fase escura). Consistente com isso, vimos que a microinje¢do de MCH no LH/PFA,
diminuiu a resposta ventilatoria hipercapnica em condi¢6es de hipercapnia apenas na fase clara.

A atividade mais alta dos neurénios MCH na fase clara pode explicar esse resultado.

4.3. MCH e a termorregulacéo:

O LH/PFA e LC estdo envolvidos na termorregulacdo (TAKAHASHI et al, 2001;
RAVANELLI e BRANCO, 2008; MORRISON, 2016). Além disso, foi demonstrado que
camundongos sem a expressdo dos MCH1-R apresentam uma temperatura corporal basal média
aumentada, principalmente durante a fase clara (AHNAOU et al, 2011). Dessa forma, também
investigamos se 0 MCH atuando no LH/PFA ou no LC participa da modulacdo da temperatura
corporal. No entanto, a microinjecdo de SNAP-94847 intra-LH/PFA e de MCH no LH/PFA e
LC ndo alterou a temperatura corporal em comparacdo com 0s respectivos grupos de controle,
tanto na fase clara quanto escura, sugerindo que o MCH atuando no MCH1-R localizados no
LH/PFA ou LC ndo participa do controle da temperatura corporal em ratos nas fases clara e
escura. Observando o grafico de Tc dos animais que receberam MCH intra-LH/PFA na fase
clara, figura 15 (A), podemos notar que houve um aumento estatisticamente significante na

temperatura corporal dos ratos apds a microinjecdo de solugdo veiculo comparado com o
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periodo anterior & microinjecdo. 1sso se deve possivelmente & manipulacdo local ocasionada
pela insercdo da agulha de microinjecdo que pode ter alterado a atividade da populagéo local
de neurdnios que sabidamente participam da regulacdo da temperatura corporal (NAGANUMA
et al, 2019; AHNAOU et al, 2011; MOCHIZUKI et al, 2006).

5. CONCLUSAO:

No presente estudo, sdo apresentados dados inéditos sobre a participacdo de MCH na
modulacdo do quimiorreflexo central. Sugerimos que a sinalizacdo de MCH no LH/PFA, mas
ndo no LC, exerce uma modulacdo inibitéria do quimiorreflexo central e essa participacdo
parece ser dependente do ciclo claro-escuro, ocorrendo exclusivamente no periodo inativo (fase

clara) em ratos ndo-anestesiados.
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