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TH 1 Tirosina hidroxilase

THC - Tetrahidrocanabinol

TrorT Tempo total do ciclo respiratorio
Ve - Ventilacdo

VEH - Veiculo

Ve WO2- Equivalente respiratorio

Y02 - Consumo de oxigénio
V1T Volume corrente

WIN 1 Agonista de receptor canabindide
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RESUMO

Politicas de flexibilizacdo e legalizacdo do uscCdenabisem diversos paises
tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos e o uso de drogas de abuso durante
a geshcao pode afetar desenvolvimento de sistemas fisioldgicos incluindo a rede de
controle respiratério, principalmente devido a suscetibilidade do perioclaaiéa
intervencdes externas e farmacologicas ocasionando em possiveis consequéncias na
vida posnatal da prole. Os compostos psicoativodanabispodem agir diretamente
sobre o sistema endocanabindide presente no Sistema Nervoso Central (SNC) ja nos
estagios iniciais de desenvolvimento embrionario sendo um importante elemento para
regulacdo estrutal e funcional da maturacdo do SNC, incluindo as areas responsaveis
pelo controle cardiorrespiratério. Entretanto, apesar do aumento do consumo dessa
substancia durante a gestacdo, o conhecimento sobre a influéncia de canabindides
exdgenos no desenvolvanto do sistema respiratorio e as consequéncias na vida pés
natal &€ escasso. O presente estudo avaliou os possiveis efeitos da exposi¢cdo ao agonista
de receptor canabindide (CB) durante a gestacéo sobre o controle respiratorio de ratos e
ratas neonatos (P®67 e P1213), juvenis (P228) e adultos (P881) através do
implante subcutaneo de bomba osmética em ratas gravidas para a liberacédo do veiculo
ou agonista de receptor canabinéide (WIN 55212,5 mg/kg/dia) entre o dia
gestacional 0 e 21. A exposiz@o WIN interferiu de modo sexo dependente na
regulacédo da ventilagdo dos filhotes, ocasionando em uma maior sensibilidade ao CO
nos machos neonatos, juvenis e adultos. Um quimiorreflexo alterado em resposta a
hipoxia foi observado nos machos neonatoeFB7. Nas fémeas, o tratamento pré
natal resultou apenas em uma hiperventilagdo durante hipercapnia durante a fase juvenil
e uma reduzida resposta ventilatéria ao> @O, quando adulta. Adicionalmente,

analises neuroanatdémicas do tronco encefaliceceagidram um aumento do numero de
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neurdnios catecolaminérgicos e expressao de receptores CB1, bem como alteracbes da
respiracdo tecidual em machos neonatos. Uma expressiva reducdo da complacéncia
pulmonar também foi observada em machos juvenis tratadosfirRomlteracdes
cardiovasculares também foram evidenciadas para os animais machos e fémeas na idade
adulta em decorréncia da exposicacmatal ao WIN. Esses achados demonstram que a
exposicdo ao agonista de receptor canabindide durante a gestacda essult
consequéncias prolongadas e sexo dependente para o sistema de controle

cardiorrespiratério.
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ABSTRACT

Policies for the flexibility and legalization @annabisuse in several countries
has increased considerably in recent years and theofuskugs of abuse during
pregnancy camffect the development of physiological systems including the respiratory
control network, mainly due to the susceptibility of the prenatal period to external and
pharmacological interventions resulting in possibleseguences in thef f spri ngoés
postnatal life. Cannabis psychoactive compounds can act directly on the
endocannabinoid system present in the Central Nervous System (CNS) already in the
early stages of embryonic development, being an important elementuctustl and
functional regulation of CNS maturation, including for the areas responsible for
cardiorespiratory control. However, despite the increased consumption of this substance
during pregnancy, knowledge about the influence of exogenous cannalonottie
development of the respiratory system and the consequences on postnatal life is limited.
The present study evaluated the possible effects of cannabinoid receptor (CB) agonist
exposure during pregnancy on the respiratory control system of neor@t&&P and
P1213), juvenil (P2728) and adult (P881) male and female rats through
subcutaneous implantation of osmotic pumps in pregnant female rats at embryonic day
0 and delivered vehicle or agonist (WIN 5522,20.5 mg/kg/day) for 21 days. WIN
exposire interfered in a sespecific maner with breathing regulation of offspring,
thereby promoting a greater sensitivity to 8@neonatal, juvenile and adult males. An
altered chemoreflex in response to hypoxia was observed in PO andn&gborn
males. Infemales, prenatal treatment resulted only in a hyperventilation during
hypercapnia at juvenile age and a reduced ventilatory response ;@r@OQ at
adulthood. In addition, brainstem neuroanatomical analysis showed an increase in the
number of catechotainergic neurons and CB1 receptor expression and alteration of
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tissue respiration in early stages of males. A significant reduction in lung compliance
was also observed in treated juvenile males. Finally, cardiovascular changes were also
observed for maland female animals in adulthood due to pren#fd exposure.

These findings demonstrate that exposure to the cannabinoid receptor agonist during
pregnancy results in prolonged and -sependent consequences for the

cardiorespiratory control system.
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INTRODUCAO

Desenvolvimentalo sistemale controlerespiratorio

Em mamiferos, aespiracdo é um comportamento motor continuo e vital cuja
principal funcdo @dequar a ventilacdo alveolar dos pulmdes pemater dentro de uma
faixa constante a pressgumarcial arterialde oxigénio Pa(;) e dioxido de carbono
(PaCQ), ban como os valores de pHmediatamenteapds 0 nasciment@s trocas
gasosas, anteriormente realizadas via placenta, passam dassenpenhadagelos
pulmbes.Embora seja funcional ao nas&nto, abese que os componentes neurais e
mecanicos do sistema respiratGafremum processo de amadurecimento na fase pos
natal(NunezAbades e Cameron, 1995; Onimaru et al., 1997; Greer et al., 2006; Anju et
al., 2013; Imber et al., 2014yesta forna, 0 desenvolvimentdo sistema respiratid se
inicia precocemente, ja na vida fetal.

Os movimentos respiratorios fetais sdo um dos primeiros comportamentos
motores a surgirem e a geracao de uma respiracao fetal mesmo que episddica é essencial
para o crecimento e desenvolvimento pulmonar pré enmisl (Kotecha, 2000; Thoby
Brisson et al., 2009)Através de registros eletrofisiolégicos em preparacdes tronco
encéfalemedula espinhal, @tmogénese respiratoria foi evidenciggar volta dodia
embrionario(E) 17 em fetosleratos(Greer et al., 1992; Rasquale et al., 1992) e E15
em fetos de camundongosb@adie et al.,, 2000; ThobBrisson et al., 2005 Os
movimentos repiratérios episddicos fetatmmbém foram observadogor meio de
registros ultrass6oos em ratas gravidas (Jansen e Chernick, 1991; Kobayashi et al.,
2001) assim como em registros de atividade neuronal do complex@dezidiger(pré
B6tC) em fatas do bulb de fetos de ratos (Pagliardini et al., 20@n humanos, os
movimenbs respiratios fetaisintra-uterins foram detectados por volta da 30° semana
de gestacdo (Florindo et al., 2005), sugerindo que a rede de controle resp@atorio

possiium papel funcionahafase embrionaricEntretanto, 0s mecanismos responsaveis
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pelo inicio da avidade respiratoria durante a vida fetal sdo desconhedidpgculsse

gue possa samma consequéncia da caracteristica genética de cada umicdess
constituintes da rede de controle respiratorio ao atingir certo grau de maturacao ou
devido a uma pasvel contribuicdo de aferéncias sensoriais recentemente formadas que
irdo desencadear a atividade oscilatéria na rede neural respirdiatiatanto, a
auséncia de movimentos respiratérios antes do inicio da atividade ritmica derede
controle respirabrio no tronco encefalico torna improvavel a influéncia dos
mecanorreceptores pulmonares e da caixa toracica no desencadeamento do ritmo
respiratorio(BeltranCastillo et al., 2017).

O préBo6tC é um pequeno nucleo localizado na superficie ventral do Québo
desempenha um papel essencial e autossuficiente para a giya@fico respiratorio
(Smith et al., 1991; Feldman et al., 200@I Negro et al., 2003zeldman e Kam 2015
Sua atividade ritmica é responsavel por gerar os eventos de inspiracdo do ciclo
respiratorio (Smith et al., 1991; Rekling e Feldman, 1998; Feldman et al., 2013). Apesar
dos esforcoscientificos em melhor compreender as propriedades ritmogénicas,
estruturais e memismos celulares a respeito da circuitaria doBit, algumas
lacunasaindaexistem principalmente sobre 0os seus mecanismos intrinsecos de disparo
e a geracédo do padréo respiratdbel Negro et al., 2018

Embora o préBotC tenha papel de destaque sobre a gerag@wspiracdo o
geradorde ritmo e padrdorespiratério GRR e GPR) sdo constituide por outras
estruturas bulbares pontinas O GRR inclui populacdes de neurdnios distribuidos ao
longo @ grupo respiratoro ventral GRV) com propriedades oscilatorjasomo o
proprio préBotC, assim comoo complexo poésnspiratgio (PiCo) e o nudcleo
retrotrapezoidgfupo respiratorio parafacial (RTPFRG),responsaveis pela atividade
posinspiratéria e prénspiratoriaéxpiratoria, respectivamente (Onimaru e Homma
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2003; Janczewski e Feldman 2006; Anderson et al., 2016)mplex Bo6tC, apesar de
nao ser considerado um nucleo osciladiwIGRR, também tenparticipacédo na geracao
do ritmo respiratério uma vez que 0s neurdnios dessa regido apresentam um papel
inibitério sobre a atividade do pEHtC na fase final da inspiragétcio da expiracao
(Alheid e McCrimmon, 2008Del Negro et al., 2028 Os neurdnios prénotores do
nervo frénico, assim como da musculatura intercostal externa (recrutados na inspiracéo)
estdo localizados no grupo respiratério ventral rostral (GRVrua atidlade é
modulada pela aferéncia do fétC. O grupo respatério ventral caudal (GRVc)
possui neurdnios expiratorios prdtores abdominais e da musculatura intercostal
interng sendomodulaas por projecdes deeurdniodocalizados ndB6tC e RTN (Del
Negmo et al., 2018).

A modulacao d padréo respiratoriGPR) érealizadgpor dois grupamentos:
grupo respiratorio dorsal (GRDJpnstituido pelo nacleo do trato solitario (NT)elo
grupo respiratério pontinho (GRPgompostopelcs nucles parabaquial ekoélliker-
fuse.O NTS esta localizado bilateralmente na superficie dorsal do bulbo e possui
principalmente neurdnios inspiratorios os quais sao iniciadores da atividade do nervo
frénico. A modulacd do NTS sobre a atividade dos geradores de rémmelevate
devido as projecdes aferentes dos quimiorreceptores periféricos e dos receptores de
estiramento pulmonar que chegam até esse ni@Blege(iet, 2014Molkov et al., 2017;
Ghali, 2019). Em relagdo aos nucleos parabraquial e koHfkee, esses estdo
localizados bilateralmente e na porcdo rostral da ponte, possuem neupdsios
inspratorios e expiratériofornencendaima malulacao excitatoria e inibitori@nica e
fasica aos osciladores de ritmalém de controlarem a resisténcia das vias areas
superiore§Chamberlin, 2004Dutschmann e Herbert, 2006; Morschel e Dutschmann,
2009 Dutschmann e Dick, 201&%eerling et al. 2017; Barnett et al., 2018
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Figura 1. Representacdesquematicem cortesagital do tronco encefaliae ratocontendo os
ndcleosgeradoes de ritmo e padraoespiratorio.As regides ritmogénicas sdo destacadas em
vermelho: préBotC (inspiratério); grupo respiratério parafacial lateral (pFexpiratério) e
ventral (pk 1 expiratério prevalentena faseperinatal) e complexo péespratério (PiCo).
Regides moduladoras do padrdo respiratério: ndcleo do trato solitario (NTS), kidifikeiKF)

e parabraquial (PBNUcleos prémotores: gupo respiratério ventral rostral (VRGe caudal
(VRGc) (Del Negro et al., 2018)

Rostral

Em uma visdo crwlbgicada ontogeniado ritmo respiratéricem ratos, por
volta do dia E12 e 14 ocorre o surgimento dos neurdnios dBgi€e e migracdo dos
axbnios do frénico, concomitantente se inicia a formagdomusculo diafragma
progredindoaté o dia E17A formacaodo nucleo préBotC se concretiza por volta do
dia ETZ7, no qual se evidencia inicio dos ritmos inspiratériogintamente com o0s
movimentos respiratorios fetais. Por fim, na fase final do desenvolvimento fetal
correspondente entre os dias E18 e 21 ocoma wmaturacdo da atividade dos
motoneurdnios do frénico que inervam o diafragmamentandoa frequéncia e
estabilidade dos movimentos respiratérios Huterinos(Feldman et al., 1991; Fortin e

Thoby-Brisson, 2009; Greer, 2012)
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Quimiorrecepgao

Além daritmogénese, ma outra caracteristica essencial do sistema de controle
respiratorio € a quimiorrecep¢a®s quimiorreceptores sensiveis ao ApE séo
fundamentaipara o controle da respiracéo, pelo fato de auxiliarem na geracémalo
e na modulacdo dgadréorespiratério a fim de prevenir grandes variacoeas
concentragcbede CQ e pH arterial visto quepequenasilteracdes podemesultar em
danos irreversiveis ao individu®s quimiorreceptores sensiveis ao ApBH séo
classificados como periférico®¢alizados nos corpos carotideos e no arco aortico) e
centrais (localizados no SNC), sendo os centrais com predominancia sobre a resposta
ventilatoria ao CQ(Blain et al., 2010Forster e Smith, 2010

Em camundongos, r@sposta quimiossensivel ao £drgeja na fase fetatm
torno do dia E14,%Eugenin et al., 206; ThobyBrisson et al., 2009), contribuindo na
coordenacdo dos movimentos respiratérios fetais, importantes para a estabilizacdo do
volume pulmonar e maturacdo dos pulmdes passpiracdo aéa continua péparto
(Darnall, 2010).Em relacdo a localizagcdo dos quimiorreceptores centrdishy
Brisson e colaboradores (2009) demonstraram atraveegyaios eletrofisiologice em
preparacdem vitro contendo o bulbo queragido parafacialle fetosde camundongos
(homéloga ao RTN de neonatos e adulag®esenta um aumende atividadequando
expostaa um reduzido pHOs neurbniosserotoninérgicos da rateulbar (Richerson,
2004) assim comas neurbnios noradrenérgicos docus coeruleugl.C) (Ritucci et
al., 2005; Nichols et al., 2008a0 importantes areas quimiossensiveis na fase neonatal,
incluido em animais PO, porém nédo existem estudos demonstrando a participacdo dessas
regides naesposta quimiossensivel ao £)H durante a fase fetal.

Nos animais juvenis e adultass quimiorreceptores centrais estdo amplamente
distribuidos pelo SNQOnas principalmente ao longt tronco encefalico, incluindo
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NTS (Coates et al., 1998Blattie e Li, 2002Nichols et al., 2008)nucleo fastigial, RTN
(Mulkey et al., 2004; Gugnet et al., 2005pré-Bo6tC (Solomon et al., 20060lomon,
2003) rafe rostral bulbar,LC (Loeschcke, 1982; Coates et al., 1993; Nattie, 1999;
Biancardi et al., 2008; Gagaglioni et al., 2010e os neurbnios orexinérgicos do
hipotalano lateral (Williams e Burdakov, 2008; Dias et al., 2010), como demonstrado

pela Figura 2.

Figura 2. Representacdo esquemadtica dmalizacdo dos quimiorreceptores centrais
demarcados em vermellam longo do SN@m corte sagitalX) e em visdocoronalno tronco
encefalico (B). AbreviagBes: LHA, hipotalamo lateral; FN, nucleo fastigial; LC, locus
coeruleus; cNTS, nacleo do trato solitario caudal; PBGBWEC; r'VRG, grupo respiratorio
ventral rostal; cVLM, bulbo ventrol lateral caudal; RTRRG, nucleo retrotrapezéidgrupo
respiratdrio parafacigNattie e Li, 2012).

Em particular sobre o RTN, 0 mesmo origs®na transicdo entre a vida fetal
e a pésnatal a partir do grupo parafacial, previamente existente no feto. O RTN é
constituidopor neurénios glutamatérgicgsieexpressa um dos marcadores genéticos
especificos dentre os neur6nios considerados gssmsiveis, o chamado fator de
transcricdoPhox2b (Stornetta et al., 2006; Guyenet et al., 20@@ndo classificado
como uma regiaesom capacidade intrinseca de deteccéo de alteracdes relacionadas ao
CO/pH, mesmo que em reduzidas proporcfégng et al.,, 2013; Takakura et al.,

2014; Ruffault et al., 2015Piversos estudodemonstram ge o RTN recebaferéncias
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periféricasproveniente dos quimiorreceptores localizados no corpo carotideo e dos
receptores de estiramenpalmonar, auxiliando na modulacdo do contn@spiratorio
(Takakura et al., 2006; 2007; Moreira et al., 2007; Guyenet et al.,, 2008; Guyenet e
Mulkey, 2010). Camundongosecém nascidos com mutacdo para o gBhex2b
apresentam uma resposta atenuada ao.@@ma alta taxa de mortalidade ocasionada
pelos eventos apnéicos exacerbados apds o nascimento (Dubreuil et al., 2008).

Outra regido de destaque na quissensididade centralintrisecaé o LG
possundo mais de 80% doseurdnios altamente sensiveis as variacdes dgpBO
(Pineda e Aghajanian, 199@yamada et al., 1998; Hilaire et al., 2004; Putnam et al.,
2004; Biancardi et al., 2008; Gargaglioni et al., 2020addificacéo local do LC por
meio de &cidos ou COresultou em aumentos da atividade do nervo frénico,
demonstrando sua participacédo no controle ventilatorio (Elam et al., 1981; Coates et al.,
1993).0 LC é maiorconjuntode neuréniosioradrenggicosdo SNG formando um par
de nucleos adjacentes ao quarto ventriculo, localizados bilateralmente na pmiz. E
se que metade de todas projecbes noradrenérgicas no SNC origiree no LC
(AstorntJones et al., 1995; Berridge e Waterhouse, 20D®8).acordo com alms
estudos, a atividade dos neurdnios do LC esta relacionada a atividade respiratoria
(Oyamada et al.,, 1998; Andrzejewski et al., 2001),aleeracdes do sistema
noradrenérgico na fase perinatal afetam a atividade dos neurdnios respiratorios do
tronco enctlico responsaveis pela geracao do ritmo respiratorio (Viemari et al., 2004;
Hilaire, 2006). Fetode camundongasiutantes para o fator de transcri¢dmwx2a com
auséncia dos neur6nios noradreneérgicos do LC, apresentam uma frequéncia respiratoria
menore uma variabilidade do ciclo respiratério expressivamente maior (Viemari et al.,
2004). Dessa forma, os neurbnios do LC parecem ser de grande importancia para o
desenvolvimento normal do ritmo respiratorio em fetos e neonatos.
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E importante ressaltar que aontribuicdo de cada um dos nucleos
guimiossensiveis no controle respiratério em mamiferos é condiciomaguns
fatores, como limiar de excitacdo, sexo, anestesia, bem como o estado de ciclo sono
vigilia (Nattie, 2001; Nattie e Li, 2012). sArespostas @miossensiveisvariam de
acordo comestado de soneigilia, uma vez que determinados ndcleos do tronco
encefalico tem maior importanam controle da ventilac&durante o estado de vigilia e
outros durante o sono (kt al.,1999; Nattie e Li, 2001; dal8a et al.,2010; Diaset al.,

2010; Liet al.,2013). Emratoslivres de anestesia, a acidificacdo local do RTN com
25% CQ resultou em um expressivo aumento da ventilagdo durante a vigilia (Li et al.,
1999), enquantoque 0 mesmo estimulo na rafe bulbarasionouem um aumento
ventilatorio proporcional dante o sono (Nattie e Li, 200INo NTS caudal, o estimulo
hipercapnico local resultou em respostas ventilatérias semelhantes independente do
estado desonaovigilia (Nattie e Li, 2002 Por outro lado, acidificacdo do bulbo
ventrolateral caudal através de microdialise desencadeou aumentos da ventilacdo apenas
durante a vigilia (da Silva et al., 201(dicionalmente,foi demonstrado que a
acidificacdodos neurbnios orexinérgicos da regido do hipotalaaterdl aumentou a
ventilacdo em vigilia, o que nao foi observado durante o sono (Li et al., 2013). Assim,
esses dados sugerem a estreita relacdo existente entre a quimiorrecepc¢ao central e estado
de sonevigilia.

N&o somente 0 COmas também alteracbeasdpressdes parciais de oxigénio
arterial geram respostas ventilatormsmpensatoriasCondicbes de hipdxia resultam
em um aumento da ventilacdo pulmonaediado pelativacdo de quimiorreceptores
periféricos localizados naorpo carotideo e narco da #éria aortaA informacéo dos
quimiorreceptores periféricos € inicialmente direcionada ao tronco encefalico, chegando
aos nucleos respiratorios bulbares, em especial no NTS, para a integracdo das

29



informac0des aferentes periféricas a rede neural de corggg@atorio. Essa informacao
€ processada pelos nucleos do SNC e através de vias eferentes motoras uma resposta €
desencadeada gerando os ajustes necessarios para a modulacdo da resposta ventilatéria
compensatoria (Gonzalez et al., 1995; Nattie e Lig20@kakura et al., 2006; Guner et
al., 2008).

Os quimiorreceptores periféricos ndo apresentam uma atuacao relevante sobre
a respiracao fetal, embora as pressdes parciais de oxigénio sejam HuaiReso
uterino, sua atividade nao é essencial para oastaimento da respiracdo ritmica pos
natal (Jansen et al., 1981; Blanco et al., 1984). Dedddbferencas de pressdes parciais
ambientais entre o meio inttderino e o ar atmosférico, logo apds o nascimento 0s
quimiorreceptores periféricos sao relatiwnte insensiveis a hipdxia. Essa
sensibilidade € ajustadanova condicdo ambiental do individuo alguns dias apds o
nascimento (Sterni et al., 1999). A resposta ventilatoria a hipdxia se estabiliza quando o
neonato atinge a idade de R&ntendese constatie até P1&1, devido a maturacdo da
rede neural respiratéria e dos quimiorreceptores periféricos (Blanco et al., 1984;

Kholwadwala e Donnelly, 1992; Bamford et al., 1999; Gauda et al., 2004).

Neuroplasticidade

A plasticidade neural pode ser claramentdosepvada durante o
desenvolvimento do SNC e até mesmo na fase addtam aplasticidade adaptativa
ocorrecom maior proeminénciao inicio dafase posnatal,devido a sucetibilidade do
SNC as interferéncias exdgenaspelo fato de estaem um processdempo#ério de
processos deproliferacdo, migragcdo, diferenciacdo, sinaptogénese, mielinizagdo e
apoptosecelular (Rice e Barone, 2000A exposicdo a estimulos fisicos e biolégjcos
especificamente na faséticade desenvolvimeni@ode resultar em efes$ duradouros
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sobre 0s processos cognitivos, comportamentais, assim como sobre o0s sistemas de
controle (Fleming et al., 2002; Teicher et al., 20&&nzalezMariscal eMelo 2013).0
desenvolvimento préatal consiste em umomento critico para moldar o 8Ne suas
interconexdes Assim, nterferéncias nesse processo podeefinir um cenario de
vulnerabilidade para o acometimento de fisiopatologiaartb, médio dongo prazo.

De modo geral, a plasticidade do SNC pode decorrer em respostea demanda
fisiologica, como resultado de alteracdes da atividade neural ou até mesmo em resposta
a algumtipo de dano ao tecido nervoso (Caroni et al., 2014). Fatores ndo genéticos,
como estresseléficit nutricionale exposi¢cdo a compostos quinsicirante a formacéo
doindividuo podem influenciamegativamente processo de ontogerda SNCdurante

ajanela de vulnerabilidade do processo de desenvolvimento e, consequentemente alterar
a estruturacao e funcdo normal dos sistemas fisiologicos (Maccari et al., 2003; Harris e
Seckl, 2011)

Os processos biologicanvolvendo a plasticidadestrutural ou arquitetdnica
abrangen a neurogénese, migracdo celular, alteracdes de excitabilidade neuronal e
neuotransmissdo, geracdo de novas conexfes e modificacbes das pré exigtentes
remodelacédo daconexdes ocorratravés do surgimento de newnapses, expansao ou
retracdo da arborizacdo dendritiaasim com@ela ramificacdo ou poda axonal (Fauth
e Tetzlaff 2016; Von Bernhardi et al., 2017A eficicia sinaptica é normalmente
corsiderada como a capacidade de evocar eventesimdsticos apds a liberacao de
neurotransmissor pelo terminal gi@aptico. Ja a plasticidade sinaptica € a capacidade
de alterar a eficacia sinaptica como consequéncia de uma intervengao sobre a sinapse.
Em determinadas circunstancias pode existir a dependéncia de umiaggntediario
na interacdo entr® terminal pré e pods sinapticevido as suas caracteristicas
intrinsecas o sistema endocanabinoig®de atuar nas interagdes entre 0s terminais
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sinaptcos, alterando a eficacia sinaptica devido a um processo de plasticidade neural
(Freund e Héjos, 2003; Freund et al., 20@&sta forma, o processo de plasticidade
SNC pode ocorrer sem necessariamente existir uma alteracdo quantitativa de neurdnios

elou sinapsegje densidade ou area total de sinapse.

Sistema endocanabindide controle cardiorrespiratorio

O sistema endocanabindide consiste em receptores acoplados a proteina G
(receptores CB1 e CB2), ligantes enddgenos (chamados endocanabindidésinas
envolvidas na sintese e inativacdo dos endocanabindides (Piomelli, 2003; Di Marzo et
al., 2005; Di Marzo e Petrocellis, 2006). Estudos revelaram que o receptor CB1 € o
receptor acoplado a proteina G mais abundante no SNC, sendo expresso emeareas q
participam do controle cardiorrespiratério e do ciclo seigdia (Herkenham et al.,
1991; Tsou et al., 1998; Pilowsky e Goodchild, 2002alik e Carley, 2017; Méndez
Diaz et al., 2021 O sistema endocanabindide mosteapresente no SNC ja nos
estagos iniciais do desenvolvimento embrionario (Rodriguez de Fonseca et al., 1993;
Harkany et al., 2007), uma vez gosreceptores CB1 e seus ligantes, assim como 0s
niveis de RNAm, foram detectados em torno deldl dia gestacional em ratos,
coincidindo como tempo de expressao fenotipica da maioria dos neurotransmissores
(Mulder et al., 2008; Morozov et al., 2009). Esse sistema parece ser funcional ja nos
estagios iniciais do desenvolvimento, visto que ja estdo acoplados a mecanismos de
transducédo de singue envolvem proteinas de ligacaotiéfosfato de guanosina (GTP)
(Berrendero et al., 1998; Mato et al.,, 2008 fato, durante a vida fetal, os
endocanabindides sdo importantes para o desenvolvimento encefalico, regulando a
diferenciacdo dos progenit@r@eurais e sinaptogénese, orientando a migracao axonal e
consolidando comunicagcdes sinapticas (FernaRiléz et al., 2000; Bernard et al.,
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2005; Fride et al., 20097 densidade de receptores CB1 (Rodriguez de Fonseca et al.,
1993) e os niveis de RNAm @aughlin e Abood, 1993) aumentam progressivamente
durante o desenvolvimento poatal, atingindo um pico entre as idades-BG0pouco
antes do inicio da puberdade, seguido & weducdo dos niveis dosceptores CB1,
atingindo valores observados na femdulta (Rodriguez de Fonseca et al., 1993;
Berrendero et al., 1999).

Em relacdo aos receptores CB2, embora sua presenca tenha sido relatada no
SNC, por exemplo, no cerebelnipocampce areas restritas do troneacdalico (Van
Sickle et al., 2005; Onaiwt al., 2006 Chen et al., 2017 estes sdo principalmente
expressos em células do sistema imunoldgico (Munro et al., 1993). Porém, atualmente
estda bem estabelecido que ambos 0s receptores sdo expressos na periferia e no SNC,
como em quimiorreceptores féricos e na circuitaria neuronal responsavel pela
ativacdo e controle cardiorrespiratorio (Padley et al., 2003; McLemore et al., 2004).
Neste sentido, 0 RNAm para receptores @Rhcontralo no corpo carotideo e em uma
grande populacdo de corpos celuarde neurbnios nos ganglios sensoriais
glossofaringee vagal (jugular, petrosnodoso) (McLemore et al., 2004).

No que diz respeito aos ligantes de receptores canabindides, a anandamida
(Devane et al., 1992) edaquidonoilglicerol (2AG) (Mechoulam etl., 1995) foram
0S primeiros compostos a serem identificados e isolados, e sdo os mais estudados dentre
os endocanabindides. Devido a natureza lipofilica, os endocanabindides ndo séao
armazenados em vesiculas sinapticas, mas sim sintetizados pelososemnédiinnte a
demanda, via hidrolise de lipidios precursores da membrana celular, apés
despolarizacdo da membrana e aumento das concentragdes intracelularés de Ca
(Freund et al., 2003; Piomelli, 2003Uma vez liberados, os endocanabindides
recentementsintetizados deslocase retrogradamente em direcdo a fenda sinaptica, se
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ligando aos receptores canabindides nos terminais das célukiagpticas (Freund et
al., 2003). A inibicdo ou ativacdo dos canais i6nicos sdo uma das principais
consequéncias dativacdo dos receptores canabindides (Szabo e Schlicker, 2005), que
por sua vez podem estimular ou inibir a liberagdo de neurotransmissores agsartir d
terminais axoénicos, desempenhando assim um papel importante em varias formas de
plasticidade sinapticde curto e longo prazo (Vigano et al., 2005; Chevaleyre et al.,
2006; Mackie, 2006). Tal peculiaridade de mecanismo de producdo e atuacdo dos
endocanabindides sugere que esses compostos atuam principalmente como
neuromoduladores, ao invés de neurotransressclassicosE importante mencionar
que determinados endocanabindides (Anandamida), assim como fitocanabinoides
(Canabidiol e THC) e canabindides sintéticos (WIN 552l2ambém podem atuar
sobre canais ibnicos de potencial receptor transitorio, eetiessobre a subfamilia
vaniloide (TRPV) (De Petrocellis et al., 2011; Patel et al., 2017; Karwad et al., 2019;
Muller et al., 2019), assim os efeitos dos canabindides enddgenos e exdégenos podem ser
em decorréncia da ativacao sinérgieautros receptosealém doseceptores CB

De forma interessante, estudos recentes localizammeceptores CB1 na
membrana externa da mitocondria de neurdnios (Bénard et al., 2012;-Bebestain
et al., 2014; Koch et al., 2015). Aaicdo desses receptomemoveuumadiminuicao
na concentracdo déAMPc, da atividade da proteina quinase A e da respiracao
mi tocondri al (B®nard et a {Chatelai? @ &l.2 2014F i g ar
Desta forma, osamabinoides exdégengedem ativar os recegpes CB1 mitocondhis e
alterar o metabolismo energético neuronal, depmole a respiragdo mitocondrial
alterando as respostas fisiologicas mediadas pelos endocanabindides (Whyte et al.,

2010; Alger e Tang, 2012; Lipina et al., 2014).
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Em relacéo a regulacao respiratérehese que os canabindidadministrados
agudamentadeprimem a respiracdo em animais de laboratorio (Graham e Li, 1973;
Moss e Friedman, 1976; Doherty et al., 1983; Estrada et al., 1987), uma vez que estudos
com fitocanabindide (THC)e canabinoides sint&is, administrados sistemicamente,
demonstraram o seu efeito depressor respiratorio através da ativacéo de receptores CB1
(Vivian et al., 1998; Schmid et al., 2003). As consequéncias da intensa diminuicdo da
frequéncia respiratéria em ratos foram quadreshigboxemia, hipercapnia e acidose
sanguinea (Schmid et al., 2003). Neste contexto, Pfitzer et al. (2004) demonstraram que
a ativacdo central de receptores CB1 deprime os neurbnios geradores do ritmo
respiratorio no tronco encefalico, além de causar auntnpressao arterial, queda na
frequéncia cardiaca e aumento das catecolaminas plasmaticas. AlteracGes da atividade
do nervo frénico, assim como das variaveis cardiacas também foram observadas por
Padley et al. (2003) apés ativacdo dos receptores cardsmio bulbo ventrolateral.
Adicionalmente, dados a partir do bloqueio desses receptores em ratosascéins
reforcam a participacdo dos endocanabindides no controle ventilatorio durante a
normoxia, bem como durante a hipdxia, uma vez que esse ldoeseiltou em um
aumento da ventilacdo e reducdo dos eventos de apneia (Tree et al., 2014). Os mesmos
autores também relataram que alteracbes no sisedacanabindide durante a
gestacdo resultaram em uma hiperventilagdo em condicbes basais, alteracdo do
quimiorreflexo periférico e agias prolongadas em neonatos de réRis2 e P16012).
Acreditase que a acdo dos canabindides na ventilacdo ocorra principalmente sobre as
vias centrais, embora estudos tenhaamprovado que os canabindidezdgenos
podem aétar a funcéo das vias periféricas envolvidas na regulacéo respiratoria, como

quimio e barorreceptores, receptores de estiramento pulmonar, além de influenciar a
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resisténcia das vias aéreas agindo diretamente sobre os bronquios (Calignano et al.,
2000; Scmid et al., 2003).

Diversos estudos tém demonstrado a participacdo direta do sistema
endocanabindide no controle das fungbes cardiovasculaaks ét al., 1997; Sierra et
al., 2017) Em humanos, a administracdo agudtravenosa de TH@duziu uma forte
taquicardica, juntamente com um aumento da presséao arterial iRébaKeyes et al.,
1972; Weiss et al., 1972; Roth et al., 197/)quantouma hipotensdo e bradicardia
foram prevalecentes em condicdes de uso cronico (Benowitz e Jones, 1975; Benowitz et
a., 1979; Mathew et al., 1992)Estudos realizados em ratos hipertensivos, a
estimulacdo dos receptores CBAM agonistano nucleo paraventricular resultou em
reducdes da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, provavelmente relacionado a
diminuicdo daatividade simpéaticaGrz nd a et @uliosament,0a% dlteracdes
cardiovasculares em resposta a estimulacdo do sistema endogiaeabirian de
acordo com a rego encefalica. Pfitzer et al. (2004) demonstraramaga@vacado dos
receptores CBJpor meiode injecdes intracisterna magna de canabindide sintético
ocasionou em aumentos da pressdo alteporém a frequ&ia cardiaca reduziu.
Entretanto, a ativacdo localos receptores CB1 localizados bulbo ventrolateral
rostral resultou em respostas opostas (Padley @0&i3; Wang et al., 2017). Acredita
se gque o mecanismo de acdo e modulacdo do sistema endocanabindide na funcédo
cardiovascular ocorra por influéncia direta sobre a liberacdo de neurotransmissores no
SNC e também localmente sobre os receptor@drenérgicos da musculature lisa dos

vasos sangueos (Beaconsfield et al., 1972; Martz et al., 1972; Hillard, 2000).
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Exposicéo fetal aosanabindides exdégenos

O desenvolvimento dos componentes neurais e sua rede altamente complexa de
conexdes ndo sag um modelo genético rigidamente predeterminado (Carroll e
Agarwal, 2010). Pelo contrario, o desenvolvimento estrutusasidtema fisiologicose
a diferenciacdo dos neurbnios em fendtipos funcionais especsficosesultadosed
interacfes extremamentemplexas entre genes, fatores transcricgoaaeurotroficos
Estes fatores operam sob restricdes estruturais e temporais variaveis a medida em que o
desenvolvimento ocorre, sendo que todos esses processos dinamicos estdo sujeitos a
alteracbes por infencias externas durante o desenvolvimento (Carroll e Agarwal,
2010). Desta forma, o desenvolvimento dos sistemas fisiol¢giodaindo o sistema
de controle cardiorrespiratorip € um processo altamente dinAmico que pode ser
influenciado durante a matuéss; por fatores ambientais (por exemplo, hipoxia ou
hiperdxia), quimicos (por exemplo, nicotina, medicamentos ou drogas de abaiso)
psicolégicos (depressdo matern@avis e Mitchell, 2008; Campos et al., 2009;
Cayetanot et al., 2009; Bairam et al., 2D exposicao a condi¢cbes adivergasitero
também pode ser responsavel poremodelar o desenvolvimento ontogenético
ocasionando emalteracbesa formacao e maturac@m SNC, incluindo doslcleos
responsaveis pela funcdo cardiovascular e respirat@iaassim resultar em
desregulacbes epigenéticam controle cardiorrespiratéricna vida poshatal do
individuo (Burggren, 2014; Burggren e Crews, 2014; Koos e Rajaee, 20&da vez
mais estudos epigenéticos lancam mao de ferramentas para demonstrar como o
ambiente de desenvolvimento do individuo modula a transcricdo de genes, produzindo
efeitos a longo prazeonais especificamentearvida pésnatal sobre a expressao desses
genes, assim comsobre osfendtipos(Silveira et al.,, 2007Gluckman et al., 2016;
O6Donnel |201®8) Gl over
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Particularmente em relacdo as intervescdaimicas que podem ocorrer na
gestacdoa manipulacdo perinatal do sistegraa@anabindide, seja pela administracao
de canabindides ou pelo consumoCknnabismaterna, altera a neutramisséo e as
funcbes comportamentais da prole (Correa et al., 20@6principal componente
psicoativo daCannabis sativao  de®rahidrocaabinol (THC), afeta profundamente as
funcdes neurais e fisiologicas, incluindo os processos motores, cognitivieephigos,
termorregulatorios e cardiorrespiratorios, através da ligacdo a receptores canabindides
(Onaivi et al., 2002).

De acordo com estudo da Fiocruz (2015), no BraS#hmanabisé a droga ilicita
com maior prevaléncia de consumo entre pessoas dé3 2ros, €onsistem em uma
das drogas recreativas mais usadas em idades altamente correlacionadas com uma
gravidez e estdo entre as drogas de abuso mais utilizadas pelas mulheres gravidas na
sociedade ocidental (Fried e Smith, 2001; Fried, 2002; Nidd&)2p€fincipalmente no
primeiro trimestre de gestacéo devidoasacteristicas antieméticdessa substancia
(Volkow et al., 2017)Nos ultimos anos, o consumo de compostos canabinomiméticos
entre mulheres gravidas tem aumentado expressivamente, magbeladoiticas de
flexibilizacdo e legalizacdo do uso de compostos a basadeabis(YoungWolff et
al., 2019; Bérard, 20207 concentracddle THCnha maconha aumentou de 4% no ano
de 1995 para 12% em 2014 (Volkow et al., 2017). Acresfitglue aproxiadamente
50% do THC e outros canabindides presentes nas preparag@asrddbissdo inalados
e entram na corrente sanguiné@ase aguda)A alta solubilidade pelos lipidios dos
canabinoides leva a um rapidoumulono tecido adiposo, a partir do qual siéetados
lentamente para o organisiffase cronica)Os canabindides sdo capazes de atravessar
a barreira placentaria durante a gestacéo (Vardaris et al., 1976; Hutchings et al., 1989;
Little e VanBeveren, 1996), podendo também ser transferidos atraVésedmaterno
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durante a lactaca®ortantogssas substancias podem atingir o encéfalo fetal e neonatal
em quantidades substanciais durante o periodo de desenvolvimento e resultar em
consequénciaa curto, médio e longo prapara a prole no periodo pasal.

Um estudo clinico sobre a influéncia do uso de psicotropicos maternos em
recémnascidos, relatou que a exposicdoCannabis pode aumentar o risco de
comprometimentos respiratorios em neonatos (Lacroix et al., 2007). Scragg et al. (2001)
mostraram quem fator de risco para Sindrome da Morte Subita Infantil (SIDS) poderia
estar associadao usofrequente de maconha duramtgestacdo. Os endocanabinoides
ao nascimento parecem modular a respiracdo e proteger o-maséiio contra as
apnéias. No entantoquando exposta préatalmente a estes componentes, a rede
respiratoria em desenvolvimento parece ser modificada, provavelmente tornando o
recémnascido mais vulneravel frente a ambientes instaveis, como meios hipoxicos
(Gonzalez et al., 2005; Desai et, &013). Dados de preparacdesvitro, contendo o
bulbo de neonatos de camundongos com exposicaoapskao canabindide sintético,
demonstraram uma depressdo exagerada da atividade do nervo C4 durante hipdxia,
sugerindo um impacto negativo da exposipé@natal ao composto quimico sobre a
rede respiratdria ritmica bulbar (Tree et al., 2014).

Diversos estudos tém relatado que a exposicadamgied aos canabindides
exdgenogpode afetap desenvolvimento de varios sistemas de neurotransmissores. Em
particular, estudos demonstraram os efeitos dos canabindides sobre a maturagdo do
sistema catecolaminérgico (FernandRrz et al.,1999; 2004) Tree et al. (2010)
demonstraram que os receptores CB1 estédo localizados em uma densa rede de fibras ao
redor do somae neurdnios catecolaminérgicos bulbares, relatando uma infdudos
endocanabindides sobr@a neurotransmissdo catecolaminérgica. Os efeitos dos
canabinoides no desenvolvimento das vias catecolaminérgicas aparecem sobre a
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diferenciacdo e maturacdo dajpcOes desses neurdnios a suas regiies Em
particular,na fasefinal da gestacéo, os canabindides sdo capazes de afetar a expressao
de geneshave para a transmissao catecolaminérgica como o da tirosina hidroxilase
(TH) (Bonnin et al., 1996). Neurd@s de ratosem cultura, obtidos a partir de fetos
expostos diariamente a partir do 5° dia gestacional ao THC, exibiram uma atividade da
TH mais elevada em comparacdo com células controles (Hernandez et al., 2000).
Assim, esses dados sugerem que a infarééa de canabindides externos sobre os
eventos envolvendo a expressdo do gene para TH, durante o desenvolvimento
embrionario, pode contribuir para uma maturacéo pré -aeg@as anormal dos neurénios
catecolaminérgicos, bem como dos selikleos alvos. De fato, estudos prévios
sugerem gque alteracbes do sistema catecolaminérgico durante o periodo neonatal seja
responsavel pelo surgimento de disturbios clinicos respiratdrios (Viemari et al., 2005).
Apesar de todas asformacdes aqui apresentadas, os estuelasionados a
manipulacdo da sinalizacdo do sistema endocanabindide durante a vida &stal
possiveis efeitos sobre amntrole cardiorrespiratéria curto, médio e longo prazoa
vida poOsnatal da proleainda sdo escassos. Esses dados sdo importamnéesnma
melhor compreensado e avaliar a existénldadaptacdes e/ou plasticidade neupad
acarreteem mudancas no padrdo respiratorio, assim coasorespostas de controle

respiratorio as condicbes ambientais adversas
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OBJETIVOS

Tendo elucidado todos essdsmeentos e buscando melhor compreender os
efeitosda exposicéo fetal a canabités no controle cardiorrespiratorio durante a vida
posnatal de ratos, o presente trabalho € apresentado em dois capitulos cujos objetivos

gerais foram:

Capitulo 1

Avaliar os efeitos daexposicdo préatal a canabindide sintético sobre o
controle respiratorio e metabdlico, a complacéncia do sistema respiratorio, a expressao
de reeptores CB1,neurdnios catecolaminérgicos respiracdo teciduallo tronco
encefélicona vida posiatal de ratos e ratas neonatos (PO,7R6P1213) e juvenis

(P27-28).

Capitulo 2

Investigar as consequéncias a longo prazo da exposicacutatiza a
canabindide sintético sobre a modulacdo do controle cardiorrespiratério e metabdlico
durante estadoedsonevigilia, complacéncia pulmonar, temperatura corp@gbressao
de receptores CB1 e neur6nios catecolaminérgicomdod encefélico de ratos e mta

adultos (P8081).
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MATERIAL E METODOS

O protocolo de exposicdo pmatal a canabindide foi realizado através de
implante de bomba osmatica no dorso de ratas gravidas para infusdo do (&€%ulo
DMSO) ou do farmaco (WIN 55212; 0,5 mg/kg/dia)entre g dias 0 e21° de gestacao.

De acordo com Bara et al. (2018), a dose didga0,5 mg/kgpossui caracteristica
clinica relevante uma vez que corresponde a uma exposicdo modéadaabisem
mulheres gravidasvisto que o tratamento si@atas gravidas ndo ocasionem partos
prematuros, malformacdo congénita ou até mesmo reducdo da massa corpérea dos

filhotes.

Capitulo 1

A abord@yiem experimental utilizada ri@apitulo 1 foia realizacdo de medidas
de veniniviba- emm @ondi-»es nor mai s, hi perc8pn
pletismografia de presséo para os animais neongitopéetismografia deorpo inteiro
paa os juvenis. A taxa metabdlica foi mensuratlavés de medidas de calorimetria
indireta. A mecanica respiratéridos animais foi avaliada por meio da determinacéo da
complacéncia pulmonaA guantificacdo de receptores CB1 no tronco encefalico foi
deteminadapor técnicas dé&Vestern Blat Também foi realizadamunohistoquimica
para quantificar os neurbénios catecolaminérgicos do troncefdico. Analises de
respirgao tecidual do tronco encefalico foram feitas a partir da mensuracédo do consumo

de oxigéio em respirbmetro.

Capitulo 2
NoCap2tulo 2 abordamos a8 wmaxdanthass de Vv«

adultos (P8&1) por meio da plestismografia de corpo inteiro em condigcbes normais e
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frente a hipercapnia e hipoxia. O consumo de oxigénio foi utilizad® ipferéncia da

taxa metabodlica. Através de implantes de eletrodos de eletroencefalograma e
eletromiograma foi possivel determinar os estados de sono e vigilia do animal. Os
paramentos cardiovasculares foram aferidos através de canulacao da artéah @mor
componente mecanico do sistema respiratorio foi avaliado pela complacéncia pulmonar.
Um sensor foi inserido na cavidade abdominal dos animais para medidas de temperatura
corporal. Os receptores CB1 no tronco encefalico foram quantificados por $édaica
Western Blat A avaliacdo quantitativa doseurdnios catecolaminérgicos do tronco

encefélicdoi realizada através de imunohistoquimica para TH.
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PRINCIPAIS RESULTADOS ENCONTRADOS

Capitulo 1

Os resultads obtidosdemonstram que a exposi¢cdo cronaaanalindide
exdgenagWIN) durante a gestacqwmomoveu uma excitacaortita dodrive respiratério
em machos neonatos (PO) e juvenis (&Y, acompanhado de uma queda na eficiéncia
respiratoria tecidual nos animais PO, e significativas reducbes da complacéncia
pulmonar nos juvenisAs consequéncias do tratamento -pafal para os machos
também se caracterizargpor um aumento da resposta quimiossensivel ap €b®©
todas as idades positais, com ex@do dos neonatos P60os quais apresentaram uma
hipoventilacdo. s fémeas, foram observadas alteracdes na resposta ventilatoria a
hipercapnia apenas na idade juvenil. Na hipéasamachosieonatos P@iveramuma
hiperventilacdo, enquanto os-P@ma hipoventilacdo. Paralelamente, um aumento no
namero de neurénios catdaminérgicos em determinadas regiées do tronco encefélico
foi observado para os machos reegéascidos, assim como wignificativoaumento na

expressao de receptores CB1 no tronco encefalico.

Capitulo 2

O tratamento intraterino com canabindide sint&di (WIN) desencadeiou
mudancas robustas no controle ventilatério relacionadas a quimiossensibilidade ao CO
e O de uma maneira sexo dependente pEanimais adultos, e algumas dessas
mudancas foram dependentes do ciclo sagiia. Os machos tratadopr@sentaram
um aumento da resposta ventilatoria a hipercapnia e hipéxia durante o sono, enquanto as
fémeas uma reducgédo, seja em estado de sono ou vigilia. A exposigédgbrécasiou
em importantes alteracdes no controle dos parametros cardiovascalaesnbos 0s
sexos. Apesar das alteracOes cardiorrespiratorias, ndo foram relatadas alterages
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neuroanatdbmicas quanto quantificacdo dos neurdnios catecolaminérgicosratmco

encefalico e nem a expressas teceptoesCB1.
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DISCUSSAO GERAL

Os principds resultados do presente estudo demonstram gp@siCa0 ao
agonista de receptor canabinOi®IN) in utero promove mudancaso sistema de
controle respiratério de uma forrsaxo especifica, tantta vida péshatal deneonatos
quanto na fase adulta. Thém foram evidenciadas alteracbes neuroanatbnmaas
idades iniciss do desenvolmento posatal, no qual mna maior expressdo de
receptores CB1 no tronco encefalicore aumento quantitativo de neurdnios &iguns
nacleos catecolaminérgicos nos macho&natalmente tratadoseforcam os efeitos
adversos da exposicdo ao agonikteante a gestacao.

O tratamento préatal com WIN ndo promoveu alteracdes no tempo de
gestacdo, no ganho de massa corporea das ratas durante a gravidez, no namero de
filhotes porninhadas e nem alterou o peso corporal renatos (PO, P6 e P1213),
juvenis (P2728) e adultos (P8®1) de ambos o0s sexos. No entanto, a exposic&o pré
natalao WIN afetou a mortalidageesultando em um aumento de mortes de recém
nascidos logo apOs pascimento. &ese que o consumo moderado @annabis
durante a gravidez ndo esta associado a um aumento nas taxas de aborto, partos
prematuros, anomalias fisicas ou quaisquer outras complicacdes durante a gravidez
(Fried, 2002; Gray et al., 2005). No anto, alguns estudos em modelos animais e
estudos de casos em humagnmem utilizacdo dos principios ativos daannabisem
doses mais elevadagportaranuma diminuicdana massaorporal (Zuckerman et al.,

1989; Fergusson et al., 2002; EI Marroetal.,2009), e uma correlagdo com aumento
nos casos de morte neonatal (Abel et al., 1980; Howard et al., 2019; Grzeskowiak et al.,
2020).

Em relagdo ao controle ventilatorio, em condigbes basais um aumento da

ventilacdo (#E) foi evidenciado pra os machoBO tratados, similar aos dados prévios
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de Tree et al. (2014). Acreditamos que esse aumen‘&r_ctaaossa estar relacionado aos
sintomas de abstinéncia dlroga uma vez que a administracdo agudaa®abinoides

resulta em um diminuicdo da funcdo ventilator{Radley et al., 2003; Schmid et al.,
2003). Adicionalmente, a ativacao cronica e excessiva da sinalizacdo endocanabindide
durante a gravidez promoveu alteracfes no sistema de controle respiratorio que afetam
principalmerte a quimiossensibilidade ao GQ@urante o desenvolvimento ppatal

inicial, bem como na fase juvenil e adulta. Interessantemente, os machos expostos ao
tratamento apresentamauma hiperventiledo frente a higrcapnia nas idades PO, P12

13, P2728, enos adultosdurante o estado de sono. Para as fémeaspadrao de
resposta diferenteof encontrado, visto que a hiperventilacdo ocorreu apenas na idade
juvenil e na fase adulta uma hipoventilacéo ficou evidenctadaosamentegs efeitos

do tratamento préatal foram evidenciados nas fémeas apenas a partir da idade juvenil,
periodo em que ocorre o aumento das concentragdd®rmonios sexuaisirculantes

(Ojeda et al., 1980 Sabese que os hormdnios sexuais podem atuar sobre sistemas
neuromoduladores guafluenciam a rede integradora gpadéo e geradora dotmo
respirabrio no tronco encefélicojnput sensorialperiférico e atividademotora dos
musculogespiratorios ocasionando atifierentes respostas ventilat&entre machos e
fémeaqRegensteineet al., 1989; Jesen et al., 2008; Gargaglioni et al., 2019)

Osdadosdo presente estudugerem uma maior suscetibdde dos machos a
influéncia do canabindide exdgeno WiiNirante a fase de desenvolvimento mtra
uterino e ndormacao da rede respiragrEm consonancia com os dados ventilatérios,

a expressao de regores CB1 no tronco encefalico foi singnificativamente maior para
0os machos nas idas iniciais do desenvolvimentAdicionalmente, a expressdo de
neurdnios catecolaminérgicos nas regiod¢CA, A2 e C3 foi maior para os machos

expostos ao canabindide sintético durante a gest&@sdese queos receptors CB1
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estdo localizdos em diversadreascentrais relevantes para a geraganodulacdo dos
padrées respiratorios e integracdo da atividadéora (Haji et al., 2000), incluindo o
ganglio nodoso, o nucleo do trato solitario (Rohof et al., 2012) e o ndcleo dwotor
hipoglosso (Mukhtarov et al., 20Q05)Sinergicamente a ativacdo denucleos
catecolaminérgicos como Al1l/C1l, A2 e €3esponsavel pcaumentosacentuadosia
ventilacdo (Burke et al., 2014; Menuet et al. 2014; Yamamoto et ab),284sim a
exacerbada resposta ventilatoria ac; @@de ser em decorréncia de uma plasticidade da
rede de controle respiratério, principalmente pelo fato de @s adises de
complacénica do sistema respiratorio apenas identifiou o efeito da exposigéigbré
ao WIN nos machos juvenis.

Na fase adulta, a exposicge-natal ao canabindide sintétioesultou ermruma
resposta ventilatoriaquimissensivel distinta no qual os machos apresentaram
hiperventilacdoenquanto asémeashipoventilacédo frente aastimuls hipercapnico e
hipoxico. Acreditamos que essas alteracdes se devam principalmente as modificacdes
na rede de controle respiratério, uma vez que o coemge mecanico do sistema
respiratorio ndo foi afetado pela exposicao-matal ao WIN, embora ndo tenha sido
observado alteracdes neurod@ngitas, em espéico sobre a expressao de receggor
CB1 e neurdios catecolaminérgicos do tronco encefélitanto os machos quanto as
fémeas podem ser afetados pela acdo do canabindide exdgeno na idade embrionaria e,
assim, o desenvolvimento da rede de controle respiratorio sofre alteracdes, mas as
consequéncias na vida pdatal podem ser distintas, uma vez queteridiferencas na
fisiologia respiratdria em que o sexo é um fator importante (Gargaglioni et al., 2019).
Alguns nucleos que integram a rede respiratéria sdo sexualmente dimorficosp como
LC (Luque et al., 1992; Hormigo et al., 2015; Bangasser et alg; Z&drgaglioni et al.,

2019) e rafe bulbar (Cordero et al., 1996y possuem uma quimiossensibilidade

48



diferente entre os sexos como o RTN (Niblock et al.,, 2010; 2(d&}anto, a
estimulacao crénica do sistema endocanabindide durante a ontogenia da $ME n
prénatal pode ter influenciado de forma desigual o desenvolvimento e maturagcéo
desses nucleos de controle respiratorio resultando espostas antagbnicas entre
machos e fémeas na idade adulta.

Em relacdo aos parametros cardiovasculares em ratdgmpaivenis, o Unico
efeito observado nos animais tratados com WIN foi um ligeiro aumenpwedado
arterial sistélica (PASgm repouso, sem afetampeessédo arterial medi®AM) e uma
pequena reducdo deequéncia cardiacaC) durante a hipercapnia. Ranto, parece
gue a superestimulacdo do sistema enddumagde ndo teve grandeimpacts no
controle cardiovascular, pelo m@s em ratos jovens. Ja nos animais adultos, em relacao
a FC tanto os machos quanto as fémeggostos a WIN tiveramumaFC aumatada
em condicao de hipdxia. A PAM basal das ratas tratadas foi significativamente maior, e
a hipotenséao induzida pela hipoxia foi menor para ambos os gekomnalmente, foi
observado uma bradicardia para as fémeas tratadas em condices de hipercapnia

Estudos tém demonstrado a ocorréncia de hipotensdaxaeihduida por
hipoxia (Biancardi et al., 2010; Perim et al., 20Z}3sa respostpode sembservada
nos animais adultos controles do presente estudo, entretanto a expaSigatalpao
agonistaatenuou ajueda reflexala PAMdurante hip6xii@m ambos sexoSabese que
0 sistema endocanaldide atua em regiées de controle cardiovascatamo o NTS
(Mailleux e Vanderhaeghen, 1992), bulbo ventrolateral rostral (RVLM) (Wang et al.,
2017)endcleoparvent ri cul ar do hipot 8l amo (PVN)
0s receptores CBtambém séo localizado® coracdo &os vasos sanguineos (Liu et
al., 2000; Bonz et al., 2003Jessa forma exposicadn uteroao agonistéambém pode
ter afetado a fugpio vasomotora desses animais, dificultando mecanismos de
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vasocontricdo/vasodilatacddEstudos tém demonstrado a participacdo direta dos
endocanabindides na presséao arterial, contratilidade e modulacéo da frequéncia cardiaca
(Lake et al., 1997; Sierra ek,a2017). A hipertensédo e a taquicardia foram os efeitos
cardiovasculares mais marcantes causados pelo uso ag@hnuabis(Weiss et al.,

1972) ou administracdo intravenosa de THC em humanos {Reyexs et al., 1972;

Roth et al.,, 1973). Desta forma, uso de canabindides durante a gestacdo pode
promover alteracfes a longo prazo na rede de controle cardiovascular, acarretando em
alteracOes de repostas pressoras na vida adulta em machos e liitleressantemente,

a respota bradicardica observada nastsrtratadas em condi¢do de hipercapnia& pod

ser um evento de causansequéncia em decorréncia da reducéo da temperatura coporal
gue também foi observada nesses animais. Estudompreportaram a influéncia
temperatura corporal sobre a FC, no qualauqueda da temperatura coporal pode
resultar em diminuicdo da atividade das células rmaasao do coracdo e dessa forma
reduzir a FC (LeBlanc et al., 197Bavies e Maconochie, 2009Assim, os efeitos
cardiovasculares obtidos para as fémeas tratadasmtduhipercapnia pode ser uma
resposta reflexa a reducdo da temperatarporal das femeas tratajavisto que o

sistema endocanabindide, em determinada circunstancias, pode desempenhar papel
regulatorio na termogénese (Silvestri e Marzo, 2013; Krott,2Gi6).

Em conjunto, nssos dados demonstraram que a exposicdo ao agonista de
receptor canabindidalurante a gestacao tem consequéncias duradouras e sexo
especificas para o sistema de controle respiratorio, afetando o niumero de neurdnios
catecolaminérgios, a expressao deceptoresB1 do tronco encefalico em neonatos de
PO a P1213, a respiracdo mitocondrial em neonatos e a complacéncia puld®nar
animais juvenis. Jaa idade adultafoi observada uma maior quimiossensibilidade ao
COz e O para ratoe diminuida para as fémeas. O controle cardiovascular também foi
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alterado em ambos os sexos, onde animais tratados com canatsimbédieo no

periodo prénatal apresentam maior probabilidade de apresentar hipertensdo e
taquicardia durante condicdes anmbés adversas. Porém, nao foram observadas
alteracbes no componente mecanico do sistema respiratorio, bem como ndo ocorreram
alteracfes neuroanatbmicas, como aumento da expresséo de receptores CB1 no tronco
encefalico, nem aumento do nimero de neurérassegides catecolaminérgicas. Esses
achados destacam que a interferéncia externa na sinalizac&ndimanabindides
durante o desenvolvimento embrionario causa efeitos de longa duracao especificos do
sexo para o0 sistema cardiorrespiratério na idade adlssas descobertas sao
particularmente relevantes, uma vez que o uso glob&ladeabistem aumentado e
politicas mais liberais do uso recreatiovam adotadas. Além disso, existe uma grande
falta de compreensédo entre a populacdo em geral sobre aspeociais do uso de
Cannabisdurante a gravideNossas observacfes fménicas apdiam que embora as
preparacfes dé€annabis possamser utilizadas de forma medicinal e ter efeitos
benéficos em alguns casos, elas também podem causar alteragcbes na sistem
cardiorrespiratério em desenvolvimento, e podem ter efeito até na vida calpitale

Desta forma, cautela deve ser considerada quando potenciais usos terapéuticos de
medicamentos a base de canabindides forem definidos e regulamentados para mulheres

gravidas.
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Tabela 1 A - Resumo dogrincipaisresultados obtidos nGagdtulo 1 para ratos (esquerda) e
ratas (direira neonatos (PO, PB e P1213) e juvenis (P228). B - Resumo dos resultados
obtidos no Cajtulo 2 para ratos (esquerda) e ratas (digadultos (P8E81), durante sono (S) e
vigilia (V).

A.

d CAPITULO 1: Neonatos e Juvenis Q
Parametros Parametros
corporais corporais
Comportamento Comportamento -
reflexo = reflexo
Mecanica Mecinica
respiratoria ¥ P27-28 respiratéria
Respiracao Respiracao -
tecidual VPO tecidual
Receptores CB1 N PO, P6-7 e P12-13 Receptores CB1 -
Neurdnios CA N PO e P6-7 Neurénios CA

MRS PPN g e T

L 1\ PO e NP0, P12-13 A PO
Ventil P27-28 2 ilaca - & -
Cnalicas P27-28 94/ ke J P6-7 Ventilagao N P27-28

Metabolismo ™ PO - - Metabolismo = = =

B.

O" CAPITULO 2: Adultos Q

Massa Corporal Massa Corporal
Mecanica Mecanica _
respiratéria = respiratoria
Receptores CB1 = Receptores CB1 =
Neurdnios CA Neuronios CA
e,
Ventilagio = /I\ S 4\ S Ventilagio = q/ S/V 4, S/V
Metabolismo = = = Metabolismo - - -
FaM = = N VIS PAM NV/S - MNV/S
e - - 1S FC - VYV AV
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CAPITULO 1

Prenatal chronic stimulation of endocannabinoidsignaling affects the

respiratory control system in neonatal and juvenile rats



ABSTRACT

Cannabidegalization has sen in many countries and its use during pregnancy
has increased. The psychoactive compounds of this substance act directly on the
endocannabinoid system that is already present in the central nervous system (CNS) at
early stages of embryonic developmenidashows to be an important element for
regulating structural and functional brain maturation, including in areas responsible for
respiratory control. Regardless of increasing reporSasabisuse during pregnancy,
data on the influence of external cabmoids on the respiratory system development
and the possible resulting consequences during postnatal life is limited. We evaluated
the possible effects of exposure to a synthetic cannabinoid during the gestational phase
on the respiratory control systamneonates (PO, PBband P121.3) and juvenile (P27
28) male and female rats by implanting subcutaneously osmotic pumps in pregnant
female rats at embryonic day 0 and delivered vehicle or cannabinoid (WIN-25R12
mg/kg/day) for 21 days. WIN adminiation to pregnant rats interfered in a-specific
manner with breathing regulation of offspring, thereby promoting a greater sensitivity to
CO; at all ages in males (except-PHand in juvenile females. An altered chemoreflex
in response to hypoxia wabserved in PO (hyperventilation) and -P6
(hypoventilation) males, without any effects on females. In line with breathing
alterations, brainstem analysis showed an increase in the number of catecholaminergic
neurons and CB1 receptors and alteration sligsrespiration in early stages of males.

A reduction in pulmonary compliance was also observed in juvenile male rats. These
findings demonstrate that excess stimulation of the endocannabinoid system during
gestation has prolonged and specific consequees for the respiratory control

system.
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INTRODUCTION

Cannabisis the most common drug of abuse used during pregnancy, and its
consumption has been rising among pregnant women in recent years (Brown et al.,
2016; YoungWolff et al., 2019; Bérard, 2020), mainly duringet first trimester of
gestation due its antiemetic properties (Volkow et al., 2017). Indeed, global legalization
and increasing accessibility highlight the critical need for generating more studies
concerning possible risks and benefits (e.g. pain redyctaf Cannabis use.
Cannabinoids easily cross the placenta, thus may interfere with fetal endocannabinoid
signaling pathways during neurodevelopment, causinglestqg effects (Bara et al.,
2018). Studies have shown that the psychoactive compone@amfiabis sativa
profoundly affects neural and physiological functions, including motor, cognitive,
nociceptive, thermoregulatory and cardiorespiratory processes, through the connection
to cannabinoid receptors (Devane et al., 1988; Onaivi et al., 2002)eFRudre, during
fetal life, endocannabinoids show to be important for brain development, regulating the
differentiation of neural progenitors and synaptogenesis, guiding axonal migration and
consolidating synaptic communications (Fernar@eaiz et al., 200; Bernard et al.,
2005; Fride et al., 2009).

The development of the ventilatory control system begins early in pregnancy
and is a highly dynamic process that can be influenced by environmental factors (e.g.
hypoxia or hyperoxia) and chemicals substaneeg. (nicotine, prescription drugs or
drugs of abuse) (Bavis and Mitchell, 2008; Campos et al., 2009; Cayetanot et al., 2009;
Bairam et al., 2015; Bravo et al., 2016). Particularly about chemical interventions that
may occur during the prenatal phase, eah manipulation of the endocannabinoid
system, either by administration of cannabinoids or by maternal consumption of

Cannabismay alter the respiratory control system since it is well known that CB1
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receptors are expressed in brainstem areas involwedpiratory control and also in the
alveolar Type Il cells in the lung (Pilowsky et al., 1990; Herkenham et al., 1991; Rice et
al., 1997; Tsou et al., 1998; Padleyakt 2003. On the other hand, CB2 receptors are
less present in the CNS, e.g., in therebellum and some restricted areas of the
brainstem (Van Sickle et al., 2005; Onaivi et al., 2006), and mainly expressed in the
periphery, such as in cells immune system (Munro et al.,, 1993). In addition, both
receptors are expressed as well in periphgramoreceptors (McLemore et al., 2004).
Remarkably, central CB1 receptors are already present in the early stages of embryonic
development, around f1to 14" gestational day in rodent (Harkany et al., 2007),
coinciding with the time of phenotypic expséan of most neurotransmitters (Mulder et
al., 2008; Morozov et al., 2009), and seem to be functional already at this phase
(Berrendero et al., 1999; Mato et al., 2003), with a progressively increase in the density
of CB1 receptors during postnatal devetegmt (Rodriguez de Fonseca et al., 1993;
Correa et al., 2016).

Studies in animal models show ttetuteactivation of CB1 receptors depress
ventilation by acting on the brainstem respiratory rhytfgnerating neurons (Graham
and Li, 1973; Moss and Friedmal976; Doherty et al., 1983; Estrada et al., 1987;
Vivian et al., 1998, Schmid et al., 2003; Pfitzer et al., 2004). More importantly,
exposure toCannabisin utero is associated with increases in respiratory disease,
hypotonia, hypotrophy, neonatal witlagval and is considered a risk factor for Sudden
Infant Death Syndrome (SIDS) (Scragg et al., 2001; Lacroix et al., 2007; Desai et al.,
2013). In fact, prenatal exposure to the synthetic cannabinoid WIN 53,PA2N) in
rats increases apnea duration iomoair and shows a tendency for the occurrence of
increased apneas during hypoxia, reinforcing the participation of endocannabinoids in
ventilatory control of neonates (Tree et al., 2014).
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Here, we examined the effects of a chronic stimulation of thecamdabinoid
system during prenatal phase by using preexposure to a synthetic cannabinoid (WIN)
during the entire gestation and by evaluating the postnatal consequences on ventilatory
control of neonatal (PO, Pband P1213) and juvenile (2228) male anddmale rats.

We observed that fetal exposure to synthetic cannabinoid caused markgukciéix
alterations ofbreathing regulation of offspring, and chemosensitivity to, G@d
hypoxia, with a greater sensitivity in males. We also found that embryonic WIN
exposure induced an increase in brainstem catecholamir{@gjcneurons and CB1
receptors and alterations of tissue respiration in early stages of males. Also, a reduction
in pulmonary compliance was observed in juvenile male rats. Hence, these findings
demonstrate that over stimulation of endocannabinoid system during gestation has long

lastingandses peci fi ¢ consequences for the offspri

57



MATERIAL AND METHODS

Animals and ethical approval

The male and female arrays were acquired fromEBRT Botucatu, SP,
Brazil. Pregnant female Wistar rats and their litters (first generation) were individually
placed in cages housed in a temperatamrolled room, maintained at 25 + 1°C with a
12 h lightdark cycle (lights on at 6:30 a.m.), with waterd food providecd libitum
The offspring were born in our animal care facility and stayed in the same cage with the
mother until they were weaned (P21). Experiments were performed between 7:00 a.m.
and 6:00 p.m., during the light phase, on unanestttizonatal (PO, PBand P1213)
and juvenile (P2-28) male and female rats obtained randomly from different litters. An
accurate animal sexing was done at the day of birth and confirmed at the experimental
day.

All the experiments were done in compliana&h the guidelines of the
National Council of Control in Animal Experimentation (CONCEACT-Brazil), and
with the approval of the local College of Agricultural and Veterinary Sciences Animal
Care and Use Committee (CELRCAV-UNESRJaboticabal; Protocol011284/17).
All efforts were made to minimize the number of animals and their suffering throughout

the experiments.

Drug and gas mixture

The synthetic cannabinoid (WIN 55,222mesylate salt) was purchased from
Sigma Chemical CO. (St. Luis, MO, USA) amissolved in DMSO 50%. The
hypercapnic (7% C¢ 21% Q, balance N and hypoxic (10% &) balance N gas

mixture was purchased from White Martins Gases Industrials Ltda (Osasco, SP, Brazil).
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Cannabinoid treatment protocol

The pregnant female rats wereatied constantly from the 0 to thes2day of
gestation and divided in two groups: 1) treated with vehicle (DMSO 50%, diluted in
sterile water); 2) treated with synthetic cannabinoid WIN 5521@VIN) (Sigma
Aldrich, USA), dose of 0.5 mg/kg/day (basedMereu et al., 2003; Tree et al., 2014;
Bara et al.,, 2018). The vehicle or drug were delivered to the pregnant female rats
through osmotic pumps (Alzet Osmotic Pumps, Cupertino, CA, USA; model 2ML4; 2.5
puL/hour/28 days) implanted subcutaneously into thek lEcthe animals between the
scapulars, after confirmation of sperm via vaginal smear, under inhalation anesthesia
with 5% of isoflurane (Cristdlia, Sao Paulo, Brazil) for induction and 1% for
maintenance. After giving birth, the mothers were anesthetiibdisoflurane and the

osmotic pump removed.

Straightening reflex and mastication

The straightening and mastication reflexes were evaluated in the male and
female newborn rats-@ hours after birth. To investigate mastication behavior, the
number of jawopening elicited by an oral stimulation with a P50 tubing (Chatonnet et
al., 2007) were counted during 30 s. For the straightening reflex, the rats were placed in
the supine position and the time (in sec) until get the prone position was measured

(Kroeze ¢ al., 2016).

Respiratory measurements
Neonates (PO, PG and P1213)
Ventilation (¥e) of neonates was measured using the pressure

plethysmography method as previously described (Mortola, 1984; Mortola and Frappell,
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2013; Patrone et al2018; 2020). For each age group a different animal was used. One
chamber was used to house t h-é8CmLifomRl2 6s bod)
13) and another chamber was used to allocate the head (15 mL and 30 mL,
respectively). The chambers werennected and sealed by each other with a pliable
neck collar made of plastic film, and the room air, hypercapnic (7% 206 Q,
balance N) or hypoxic (10% @ balanced with By gas mixture was delivered to the
face mask.

The two chambers were placetside a water bath with a heater maintained at
35°C for PO, 33°C for R@ and 30°C for P123 (PolyScience, Model 9112Serial
G48325, | L, USA) , keeping the animal s bod
the recommended ambient temperature for théomfort at these ages (Julien et al.,
2008). During the measurements, airflow was not interrupted. The pressure signal
obtained from the body chamber during breathing (animal’s ribcage movement) was
directly proportional to tidal volume Y of the aninm| 6 s br eat h. Vol ume
(0.2 mL of air for PO and P8, and 0.4 mL for P123) was performed during each
experiment using a graduated syringe attached to the body chamber, which allowed for
the calibration of pressure signals (volts) to (¥hL). The signals were monitored by a
differential pressure transducer (TSD 160A, Biopac Systems, Santa Barbara, CA, USA)
and fed into a pramplifier (DA 100C, Biopac Systems), passed through an at@log
digital converter and digitized on a computer equippeth wata acquisition software
(MP100ACE, Biopac Systems). The sampling frequency was 200 Hz. The LabChart

software (PowerLab System, ADInstruments®/ LabChart Software, version 7.3,

Sydney, Australia) was used for data analy‘ﬁs.was obained from the multiplication

of respiratory frequencyffand\y, and was normalized to the
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Juveniles (P2728)
The barometric method by whole body plethysmograpliosed system was
used to measure ventilation of juvenile rats ®8Y (Drorbaugh and Fenn, 1955;
Patrone et al., 2014; 2018). The animal was placed in a Plexiglas experimental chamber

(700 mL) for at least 30 min before initiating measurements at an ambient temperature

of 25°C. During‘#E measurementsirflow was interrupted and the chamber persisted
fully sealed for approximately 1 min. The airflow was maintained at 0.7 [Loéing a

flow meter coupled to a suction pump (MFS, Sable Systems International, Inc, Las
Vegas, USA) at the air outlet of tlthamber. A volume calibration was performed for
each experiment by injecting 0.6 mL of air into the chamber using a graduated syringe.

V1 was calculated with the appropriate formula from Drorbaugh and Fenn (1955):

V1=V X (Pr/P) X Tex (Ps-Pc)/ Tex (Ps-Pc)T Tax (Psi Pr)

where R is the pressure deflection associated with eagh R is the pressure
deflection associated with the injection of the calibration volum@,(Va is the air
temperature in the animal chambes,i®the barometric presee, R is the water vapor

pressure in the animal chambeg i§ the body temperature (in Kelvin), and B the

water vapor pressure atc T¥e and W were presented under ambient barometric
pressure conditions, atcTand saturated withwater vapor (BTPS). Pand & were

calculated indirectly using an appropriate table (Dejours, 1981).

O2 consumption measurements
Metabolic rate was inferred by indirect calorimetry, measuringddsumption
(\#Oz), which was recorded ugy a flowrthroughPull modeconfiguration by an open

respirometry system (Mortola, 1984; Cummings et al., 2011; Patrone et al., 2018;
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2020). A pump inside the oxygen analyzer (model ML206, ADInstuments®, Australia),
connected to the outlet port of the ezhamber, controlled the inflow gas rate (100
mL.min! for PO and P&, and 150 mL.mim for P1213). For juvenile (P228) animals
(150 mL.minY), a MFS (Mass Flow System, Sable Systems International, Las Vegas,
I L, USA) was coupl eedouttetato contra theaamfiowniasidé the ¢ h a mb
chamber (700 mL.mit).
For all experiments, the expired gas was dried over a small column of Drierite
(W.A. Hammond Drierite Co. Ltd, Xenia, OH, USA) before passing through the

analyzer. The air was continuousbampled by the ©analyzer (model ML206,

ADInstuments®, Australia), allowing for the determination Wo: by a data
acquisition program (Powsrab System, ADInstruments® / Chart Software, version
7.3, Sydney, Australia).

As CO» was neiher analyzed nor scrubbed, tNEO2 was calculated using the

following equation (Koteja, 1996):
W02 = [FRe (FO2 1 FeO7)] / [11 FO2 (1 RQ)]

where FRis the flow rate of air through the chambeHs the inlet Q fraction, RO»

is the end @fraction, and RQ is the respiratory quotient (considered to be 0.85). The

W02 was corrected for the body mass.

Cardiovascular and body temperature measurements

One day before the experiment, the juvenil@-R& animals were anesthetized
with isoflurane (Cristalia, Sao Paulo, Brazil) 5% for induction and 1% for maintenance
and underwent two surgeries. Through the femoral artery, a cathetdO[Bdhnected

to PESO0 (Clay Adams, Parsippany, NJ, USA)] was itesgtinto the abdominal aorta to
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measure pulsatile arterial pressure (PAP). The catheter was taken subcutaneously to the
ani mal 6s dorse until the neck region and
allowed free movement of the rat, this cathetes w@nnected to the pressure transducer

(TSD 104A, Biopac systems), the signal was amplifier (DA 100C, Biopac systems) and
digitized on a computer equipped with data acquisition software (MP100ACE; Biopac
Systems). The cardiovascular parameters, systoA®)&nd diastolic (DAP) arterial
pressure, mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) were quantified from the
PAP records using the LabChart program (Pekady System, ADInstruments® / Chart
Software, version 7.3, Sydney, Australia).

At the same sgical procedure, a temperature datalogger (SubCue
Dataloggers, Calgary, Canada) was inserted into the abdominal cavity through a midline
laparotomy for body temperatureg)Tmeasurements. The datalogger was programmed
to acquire data every 5 min. At thedeaf the surgery, the animals were treated with
antibiotic (enrofloxacin, 10 mg.k§ 1.M.; Bayer SA, Sao Paulo, Brazil) and analgesic
(flunixin meglumine, 2.5 mg.kd, S.C.; ScheringPlough Santé Animale, Segré,

France) agents.

Experimental protocol

Cortrol (VEH) and WINtreated PO, R and P121.3 male and female animals
were placed individually into the body and head chambers as previously described, and
P2728 rats were allowed to move freely inside a Plexiglas chamber at room

temperature of 25°C. lmally, the chambers were flushed with room air (21% ©r 30

min during the acclimation phase. Posterioi%:s and YOz were recorded in room air
conditions for 10 minThe animals were then exposed to hypercapaid@ition (7%

COz gas mixture) for 20 min. After COexposure, the chamber was ventilated again
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with room air for 40 min to allow recovery baseline values. Subsequently, the animals

were submitted to hypoxia (10%@as mixture) for 20 min, followed by ac®very
period of 20 min with room air. For neonatal anima# and YOz were recorded

throughout the experiment. For juveniles, t©2 was constantly measured, and the
ventilatory parameter measurents were performed at the end of room air condition,
and at 5, 10 and 20 min during each gas mixture exposure. The cardiovascular

parameters andgTof the juveniles were also recorded during the entire experiment.

Determination of respiratory mechanics

Measurements of respiratory system mechanics were performed based on
previous studies (Frappell et al., 1998; Hedrick et al., 2011). Neonatal (POamb
P1213) and juvenile (P228) male and female rats were euthanized by isoflurane
inhalation. Next, hrough a tracheostomy, a cannula was inserted into the animal's
trachea. A pressure transducer (TSD 104A, Biopac systems), coupled to the tracheal
cannula by a threway connector, was used to measure itrmaheal pressure. The
signals were amplified (DALOOC, Biopac systems), filtered and recorded in a data
acquisition system (Biopac Systems Inc., Santa Barbara, CA, USA). A graduated
syringe was also connected to the tracheal cannula to allow the injection and removal of
air volumes into the lungs. To t@in the inflation and deflation pressurelume curves,
to assess the static respiratory mechanics, the animals were placed in the supine position
and the lungs were gradually inflated and deflated. The volumes of air injected were
established according the animals' age (PO: 0.05 mL;-P&nd P1213: 0.1 mL; and
P2728: 0.5 mL). Inflation was stopped when intracheal pressure reached
approximately 30 cmpD. The lungs were then emptied in the same gradual manner,

until the pressure reached0 cmhO, and finally inflated again to the resting lung
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pressure (0 cmiD). At the end, the trachea was opened to the atmosphere to balance
intratracheal pressure. To prevent the lungs from collapsing, before starting a new
curve, the lungs were fully inflated atigen spontaneously allowed to return to resting
volume by opening the system to the atmosphere. The static vigltessure curves
allowed determining residual lung volumes as well as the maximum lung volume of
each animal. Following the determination diet static pressueolume curves,
maximum volume was injected steadily over an interval of 20 s to determine the
dynamic respiratory mechanics. These entire procedures were repeated three times for
each animal. After the static and dynamic measurements waried out on intact
animals (G), the body cavity and rib cage were opened, the ribs, muscles, diaphragm
and abdominal organs were removed leaving the Ilungs completely exposed.
Subsequently, the static and dynamic experimental protocols were repeéttatiev
lungs exposed (J. At the end of the experiments, the animals' heart and lungs were

removed and weighed.

Quantitative analysis of CB1 receptors

The Western Blot technique was used to assesxjtression oCB1 receptor
in the brainstem of neota (PO, P67 and P1213) and juvenile (P228) male and
female animals. To this end, the animals were deeply anesthetized with isoflurane and
the brainstem quickly removed and frozen im&thylbutane at20°C. The samples
were homogenized in RIPA buffédb0 mM tris, 150 mM NaCl, 0.1% triton, 0.5%
sodium deoxycholate, and 0.1% sodium dodecyl sulfate). Previous to Western Blot,
guantification of proteins in the tissue
15 eg of protein were mixed with the sampbaffer (1.25 M tris pH 6.8, 2% SDS,
0.01% blue bromophenol, 10% glycerol, and 250 mME) and heated to 95°C for 5
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minutes. The samples were submitted to $SIX&E in bisacrylamide gel with 10%
gradient, in buffer (192 mM glycine, 25 mM tris, and 0.1% Spi$ 8.3). The proteins

that migrated in the gel were transferred to the nitrocellulose membrandr€Bio
Laboratories, ON, Canada) by wet electrotransfer (15 mM tris, 120 mM glycine, and
20% methanol, pH 8.3). After transfer, ngpecific sites on the mdane were
blocked with FTBS buffer (20 mM tris, 150 mM NaCl, and 0.1% tween 20, pH 7.4)
with 5% bovine serum albumin (BSA) for 1 hour at room temperature, under constant
agitation. After washing the blocking solution withTBS, the membranes were
incubdaed overnight at 4°C with the rabbit polyclonal @Bl antibody (1:1000;
Sigma) in FTBS solution with 3% BSA. The membranes were washed five times for 5
minutes with FTBS, and then incubed with amtbbit peroxidaséabeled secondary
antibody (1:5000Santa Cruz Biotechonology) diluted inTBS with 5% BSA for 1 h

at room temperature. Posteriorly, the membranes were washed again five times for 5
minutes with FTBS and added the chemiluminescence enhancer (ECL) and the film
exposed. The bands were qufied using the ImageJ program (available for free

download athttps://imagej.nih.gov/ij/download.hi)a The bands of the CB1 protein

wer e nor maakttin msing mooisg mdénoclonal abtiAct in (1: 15000,

followed by antimouse peroxidaskbeled seandary antibody (1:20000, Santxuz

Biotechonology).

Assessment of catecholaminergic (CA) neurons

At the end of the plethysmography experiments, neonatal (R0,ana@ P12
13) and juvenile (P228) male and female rats were deeply anesthetized with isoflurane
and perfused intracardially using a pump machine (Masterflex:Raimer Instrument
Company, Venon Hills, IL, USA) with phosphate buffered saline (PBS, 0.01 M, pH
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7.4), followed by 4% paraformaldehyde (PFA) in 0.2 M phosphate buffer (PB). The
brain was removed from the skull, postfixed with 4% PFA at 4°C for 12 h, and then

immersed in 30% sucroselstion for at least 48 h at 4°C. The brain was dipped-in 2

methylbutane at20°C, frozen and fixed in TisstRl us ( Fi sher Heal t hca

Compound, CA, USA) . Seri al sections (40
triplicates using a cryostat microtomé&N1860 i Ag Protect; Leica, Wetzlar,
Germany).

Immunohistochemistry for tyrosine hydroxylase (TH) was performed
guantify the CAneurons in the brainstem (Xu et al., 2003). Initially, the slices were
washed 3 times with PBS for 5 min, followed by an gamic recovery process, where
slices were incubated for 30 min in a target retrieval solution (Dako, Glostrup,
Denmark) at 70°C, then cooled to room temperature and washed 3 times with PBS for 5
min. The slices were incubated in 1% hydrogen peroxide eanlditr 3 min, washed
and followed by 1 h in a 10% horse serum solution (Life Technologies, USA) at room
temperature to prevent na@pecific binding. After rinse, slices were incubated for 24 h
with a mouse monoclonal asifH antibody (1:10000; Sigma) in-PBS (0.3% Triton
PBS, pH 7.4) solution with 5% horse serum at room temperature with constant
agitation. Then, the slices were washed and incubated for 3 hours with secondary goat
antrmouse IgG antibody (h&l), conjugated to dy light 488 (1:300, Immunorgsge
NC, USA,) at room temperature, also on a shaker. After that, the slices were washed 3
times with PBS. Finally, the slices were mounted on gelatinized sheets, dried and

covered with coverslip.
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Tissue respiration measurement

To obtain fresh biologidamaterial for brainstem tissue respiration analysis,
neonatal (PO, R8 and P1213) and juvenile (P228) male and female rats were
profoundly anesthetized with isoflurane and the brain was removed from the skull and
the brainstem dissected. A longitudineut in the midline of the brainstem was
performed to obtain approximately 30 mg of wet tissue, then the sample was
homogenized in 5 mL of MiR05 (0.5 mM EGTA, 3 mM Mg(060 mM K-lactobionate,

20 mM taurine, 10 mM KEPQs, 20 mM HEPES, 110 mM sucrose, 1 @lbumin, pH
7.1) of which 2.1 mL were inserted into each respirometric chamber. Respiration was
maintained by 10 mM glutamate and 4 mM malate.

Respiratory rates were determined monitoring oxygen consumption in an
Oxygraph2k respirometer (Oroboros, Innsly, Austria) containing 2.1 mL of air
saturated respiration medium. The respiratory states were determined as follows:
NADH-linked, after substrate (9 mM glutamate and 5 mM malate) addition; OXPHOS
(phosphorylation), in the presence of adenosine diphtspAdP, 1 mM); LEAK
(non-phosphorylating), after ATP synthase inhibition by oligomycine@mL); ETS
(noncoupled), in the presence of the mitochondrial uncoupler carbonyl cyaride m
chlorophenylhydrazone (CCCP,eM); Rox (residual), after complex Il inhibition by

antimycin A (AA, 3eM). The value of Rox was subtracted from the other states.

Data and statistical analysis
The body mass was acquired from animals of different experimental protocols
throughout the study and grouped according to treatment and age, and for heart and

lungs weight, animals were obtained from respiratory mechanicqmio
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The cardiorespiratory and metabolic parameters were collected at the end of
room air conditions and at 10 min during exposure to hypercapnia and hypoxia, when

the effects were most evident. Approximately 2 min of recording were used to

respiratory(fr and Vr) and metabolic Y¥O2) measurements for PO, F6and P1213

animals, and 1 min for P228. Additionally, the variability of breath duration {dT)

was analyzed, as described by Patrone et al. (20€8r was @lculated with the

suitable formula and also normalized by

requirement ¥e /¥#O2) was obtained by dividing the values ¥& by the ¥O2. The
respiratory and metabolic variables are represeasegercentile and mediamth the

graphs presented as boxplots, whereby the mean, 25%, and 75% quartiles are used,
except for variability data, which is reported as mean + SHM cardiovascular data
arepresented as mean + SEM. All the analysis and interpretation in the present study
were performed based on the means.

The evaluation of the mechanical component of the respiratory system was
assessed through the static and dynamic compliance of the tetamsyG, intact
animal), lungs (€ lungs exposed) and body wallgC+ i C.). The static compliance
was measured at the steepest stretch of both inflation and deflation curve atiund 0
cmH0, which is the normal range experientedivo intrapulmonay pressures over a
ventilatory cycle. This curve was constructed using the values oftratriaeal pressure
(cmH0) for each volume of air injected (mL). The highest and lowest point on the steep
inflation and deflation curve were applied to the formiWa-V1 / P2P1 to obtain
inspiratory and expiratory compliance. Dynamic compliance was calculated using the
same formula for intrracheal pressure values of 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21,
26, 31 and their corresponding injected air volume, folhgwiedrick et al., (2011). For

both static and dynamic measurements, body wal] (@Gmpliance was calculated by
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the differences betweent@nd G (1/Cr = 1/C. + 1/Gg). Static compliance data are
given as percentile and medianth the graphs presented bexplots, while dynamic
compliance is shown as interconnected mean.

Brainstem immunohistochemistry photomicrographs were captured using a
fluorescence microscope (Zeiss, Axio Image Z2, Badémttemberg, Germany) using
the LAS image acquisition program. §lanalysis was based in the quantification of
immunoreactive cells for TH (T4t) within brainstem CA nuclei using a computerized
image analysis system (ImageJ). Using one of the triplicates, the cell bilaterally
counting was performed over the entire lgngf the brainstem in which it contained the
CA nuclei A1/C1, A2, C3, A5 and A7 (based on anatomical landmarks from Paxinos
and Watson, 1998). Specifically, for the A6 region, due to the large number of
noradrenergic neurons, the comparative analysisdsgtwthe groups was done through
the density of TH expression per fixed sampled area. The intensity of fluorescent light
emitted in the tissue, as well as the adjustment of contrast and brightness were the same
among all animals. To avoid background integfece, the density of the sampled A6
region was subtracted by the density region without TH labelling. Representative
sections from the control and WAiKeated groups were acquired at the same coordinate.
The quantification data areepresentedas percenke and medianwith the graphs
presented as boxplots.

The parameters evaluated in tissue respiration were oxygen consumption
during phosphorylation (OXPHOS), oxygen consumption with ATP synthase inhibition
(LEAK), oxygen consumption during maximum performanstimulated by chemical
uncoupler CCCP (ETS), ratio of normalized phosphorylation by uncoupling (P/L), ratio
of uncoupling with phosphorylation as reference (L/P), ratio of phosphorylation with
maximum capacity as a reference (P/E) and ratio of uncguplith the maximum
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respiratory capacity as a reference (L/E). The data are re@wrigercentile and median
with the graphs presented as boxplots.
SigmaStat version 11 software was used for statistical analyses. The variables
of the present study wereompared between groups by twmay ANOVA, with
repeated measures when appropriaRasthoc multiple comparisons were performed
usi ng Tukeyods test . The resul ts thd t he

Supplementary Figure 2. Statistical results WAtk 0.05 were considered significant.
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RESULTS

The exposure during pregnancy to synthetic cannabinoid (WIN 52205
mg/kg/day) did not promote premature or late births, since control andti&dkéed
females gave birth between the 21 andl @2y of gestation in the same proportion. The
treatment also did not alter the body mass gain of females during pregnancy, as well as
did not change the average number of newborns per litter. However, prenatal WIN
exposure affected neonatal mortality, giren increase of 29% of death at birth was
observed in the treated group litteBs< 0.001 Chi-squarg. Regarding the offspring,
Table 1 shows the body mass and weight of heart and hingsonatal and juvenile
rats. As expected, the body mass signifigaincreased with age, and in the opposite
way, the ratio of heart and lungsdé weight

parametes were altered by prenatal WHikeatment.

Table 1. Body mass and weight of heart and lungs for P87 A81213 and R7-28 control and
WIN-treated male and female rats.

Body mass (g) Heart (g.kg' ) Lungs (g.kd )

Mal VEHICLE 7.0+0.8 8.6+0.5 20.9+0.8
ale
PO WIN 6.7+0.5 8.5+0.4 21.7+1.0
VEHICLE 6.8+0.3 9.0+0.4 228+1.2
Female
WIN 6.6+0.2 9.9+0.4 22.7+0.9
Mal VEHICLE 18.7+0.8 8.3+0.2 18.1+0.6
ale
WIN 16.7 +0.5 9.2+0.8 20.5+0.5
P6-7
VEHICLE 17.1+0.9 7.6+0.3 19.9+ 0.4
Female
WIN 16.3+0.5 8.5+0.3 20.8+0.9
Mal VEHICLE 326+1.6 7.4+0.3 16.1+0.8
ale
WIN 32.0+0.7 7.6+0.3 176 +0.9
P12-13
VEHICLE 30.8+1.3 7.7+0.4 14.9+0.8
Female
WIN 31.1+0.9 7.0+0.3 16.9+1.0
VEHICLE 85.7+2.7 6.2+0.4 7.9+0.4
Male
WIN 86.8+3.7 6.0+0.3 8.5+0.3
P27-28
VEHICLE 82.6+2.7 6.2+0.3 8.5+0.2
Female
WIN 79.4+27 5.7+0.3 8.7+0.3

Values are expressed as mean + S.HM results oftwo-way ANOVA statistical analyzes
arerepresented in Supplementary Tabke
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Reflex behavior

Figure 1 shows the results for straightening (A) and mastication (B) reflexes
for PO control and WINreated male and female animals. As evidences ptienatal
treatment with synthetic cannabinoid did not cause significant differences in these reflex

behaviors for both sexes.
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Figure 1: Effect of prenatal WIN exposure on straighteniAg and masticationeflexes(B) in
PO male and femaleats The graps are presented as boxplots. Values are expressed as
percentile and mediafnindicates the mean.
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Breathing pattern and Metabolism
The intrauterine synthetic cannabinoid WIN exposure resulted in significant

alterations in breathing control during puetal development. Table 2 shows the effect
of WIN-treatment on ventilation‘&E), tidal volume (M), respiratory frequency HY,

oxygen consumption‘@fOz) and air convection requiremen‘ﬁ(/‘#Oz) for PO, P67,
P1213 and P2728 control and WINreated male and female rats, under resting

condition. For PO male, prenatal treatment resulted in a significant increase of 45% in
resting Ve compared with control grou@s well as an increase in bas#D:. The

intra-uterine exposure also caused changes in the badhtine juvenile male rats with

an increase of 25%, due to a significant increasetinAdditionally, an increase in

Ye /W02 for the P2728 treated male was evidenced. There were no effects of

treat ment for other malesd age, as well
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Table 2. Ventilation (\#E), tidal volume (\f), respiratory frequency#f, oxygen consumption

(‘#Oz) and air convection requiremen‘#é/‘#Oz) for PO, P67, P1213 and P228 control
and WINtreated male and femalats, under resting condition.

\#E . VT fr . #,OZ. e oo
(mL.kg'Lmin'}) (mLkg') (breaths.min®) (mL.kg' min' }

VEHICLE 1216.4+73.8 12.7%+0.9 99.0+9.1 41.6+5.6 320+ 3.6

Male WIN 1762.7+1974%4 149+15 1185%6.4 61.3+7.7F 29.0+0.8

PO VEHICLE 14267 +160.6 124+1.4 1156 +4.1 56.2+5.4 25624

Female WIN 1827.0+137.8 159+1.1 114.8+6.8 66.8+5.5 27715

VEHICLE 1927.6+188.8 11.7+0.6 163.9+10.9 453+4.0 42.7+2.0

Male WIN 1625.7+94.4 10.3x0.4 156.5+4.6 45.7 + 33 36.4+25

P6-7 VEHICLE 1654.3+112.3 11.1+0.9 152.2+9.9 424 +2.9 39.2+15

Female WIN 1539.0 +104.3 10.4+0.6 147.4+49 41.4+3.6 37.7+1.8

VEHICLE 971.4 £86.0 75+04 129.8+9.1 429+19 22.7+19

Male WIN 1156.0 £+ 129.3 8.5+0.7 133.9+4.7 435+2.1 26927

P1213 VEHICLE 958.9 £19.3 7.3+0.3 131.1+4.2 441 +1.7 21.8+0.9

Female WIN 10254 +779 8.7+x0.6 118.5+4.2 43.7+1.8 22.1+1.0

VEHICLE 1868.1+87.7 12.7+0.5 148.3+5.6 36.4+1.9 523+3.1

Male WIN 2371.7+£1968 159+ 1.F 148.7£5.2 38.0+3.5 65.0+5.68

P2728 VEHICLE 1635.8+54.2 11.6+0.5 141.3+4.6 30.5+3.0 57.7+5.8
Female

WIN 1960.8+94.0 13.3+0.7 1483+%6.3 36.9+4.2 58.0+7.8

Values are expressed as mean + S.E.M. * Indicates significant difference between control and
WIN-treated groups at the same agbe results oftwo-way ANOVA statistical analyzes are
represented in Supplementary Tabi

With regard to the hypercapnic ventilatory response (HCVR), high levels of

CO, caused an increase ¥e in all male and female groups, because of increases in V
and & in control and WINtreated male and female animals. The values related
ventilatory (A) and metabolic (B) parameters during 7% €xposure for neonatal and
juvenile males and females are shown in the Figure 2 and 3, respectively. As can be
seen, the ventilatory response to QD all postnatal male ages was affected kyain

uterine exposure to synthetic cannabinoid WIN (Figure 2A), since PO1®aad P27
28 treated males had an increadéd, mainly due to a significant increase in,\and

also in the & for PO WIN-treated male; however, Pltreatedgroup had a reducedfe

and Vv compared with the control group. Prenatal exposure to WIN did not result in
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metabolic changes at any male age (Figure ZB),‘ﬁm‘t‘#Oz of PO, P1213 and P27

28 treatednales was higher, and for H&reated group significantly lower.

For female offspring, prenatal exposure to WIN resulted in an incredsed
during CQ challenge only for P:23 and P2728 treated rats (Figure 3A), also
followed by a hgher \r. The use of synthetic cannabinoid WIN during pregnancy did

not result in ventilatory control changes at other postnatal age for females, nor did it
alter the metabolic demand and tN&/¥O2 of these animals,xeept for juvenile

WIN-treated group, which showed a significant increasésan¥#02 (Figure 3B).
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Figure 2: Effect of prenatal WIN exposure oA: ventilation (‘#E), tidal volume (M),
respiratory frequency «J; B: oxygen consumption‘#Oz) and air convection requirement
(‘#El\#Oz) for PO, P67, P1213 and P2:28 control and WINreated male rats during
hypercapnig7% CQ) condition. The graphs are presented as boxplots. Values are expressed as
percentile and medianhindicates mean. * indicates a significant difference between control and
WIN-treated groups at the same agke results of twavay ANOVA statistich analyzes are
represented in Supplementary Tab@
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Figure 3: Effect of prenatal WIN exposure oA: ventilation (‘#E), tidal volume (M),
respiratory frequency «J; B: oxygen consumption‘#Oz) and air convection requirement

(‘#El\#Oz) for PO, P67, P1213 and P28 control and WINreated female rats during
hypercapnia (7% C£ condition. The graphs are presented as boxplots. Values are expressed as
percenie and median®indicates mean. * indicates a significant difference between control and
WIN-treated groups at the same agke results otwo-way ANOVA statistical analyzes are
represented in Supplementary Tabl2

The ¥e of all postnatal ages of both sexes was significantly increased not only

by high levels of CQ but also by lower environmentab€oncentration, with sustained

higher \fr and . Further, ¥O2 of all groups was reduced by exposure to hypoxia, with
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