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SALATA, Bruno. O papel da melatonina no hipotalamo lateral/area perifornicial (LH/PFA) na
resposta ventilatoria a hipercapnia em ratos durante o sono e vigilia. 2021. 37 pp. Dissertacéo
para obtencdo do titulo de Mestre pelo Programa Interinstitucional de P6s-Graduacdo em
Ciéncias Fisiologicas Associagdo Ampla UFSCar/UNESP. Universidade Estadual Paulista

“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu. Botucatu.

RESUMO:

O hipotéalamo lateral e area perifornicial (LH/PFA) contém neurdnios envolvidos na modulagéo
da resposta ventilatdria hipercapnica central. Tem sido atribuida aos neurénios orexinérgicos a
funcdo quimiossensivel ao CO» dessa regido mas muito ainda precisa ser investigado no que
diz respeito a mecanismos neuroquimicos locais, no LH/PFA, na modulac&o do quimiorreflexo
hipercapnico central. Evidéncias apontam para o envolvimento da melatonina na modulac&o da
atividade de neur6nios do LH/PFA, contudo a possivel participacdo da melatonina, agindo no
LH/PFA, no quimiorreflexo hipercapnico central ainda ndo tinha sido investigada. Dessa forma,
a ventilacdo pulmonar, EEG, EMG e temperatura corporal (Tc) de ratos ndo-anestesiados foram
registrados em um sistema de plestimografia de corpo inteiro sendo avaliados os efeitos da
microinjecdo de melatonina (20mM) no LH/PFA, na respiracdo e na Tc dos animais em
condicdes basais (ar ambiente) e em hipercapnia (7% COz). A microinjecdo de melatonina
causou um aumento no volume corrente durante a vigilia, mas ndo durante o sono, em animais
submetidos a hipercapnia. Portanto, nossos resultados sugerem que a melatonina, agindo no
LH/PFA, contribui para a modulagdo da resposta ventilatoria hipercapnica de ratos nédo

anestesiados, de forma dependente do ciclo sono-vigilia.

Palavras chave: Quimiorrecepgéo central. Hipercapnia. Melatonina. Microinjecéo central.
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ABSTRACT:

The lateral hypothalamus and perifornicial area (LH/PFA) contain neurons involved in the
central hypercapnic ventilatory response. Orexinergic neurons have been attributed to the CO>
chemosensitive function of this region, but much still needs to be investigated regarding to local
neurochemical mechanisms, in LH/PFA, in the modulation of the central hypercapnic
chemoreflex. Evidence points to the involvement of melatonin in the modulation of the activity
of LH/PFA neurons, however the possible participation of melatonin, acting on LH/PFA, in the
central hypercapnic chemoreflex had not yet been investigated. Thus, we recorded pulmonary
ventilation, EEG, EMG and body temperature (Tb) in non-anesthetized rats, in a whole-body
plethysmography system and studied the effects of the microinjection of melatonin (20mM)
into the LH/PFA of conscious rats on ventilation in room air and in 7% CO2. The microinjection
of melatonin increased the CO> ventilatory responses of rats during wakefulness. Our data
suggest that melatonin in the LH/PFA contributes to the hypercapnic ventilatory response in

unanesthetized rats, in a state-dependent manner.

Keywords: Central chemoreception. Hypercapnia. Melatonin. Central microinjection.
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1. INTRODUCAO:

A quimiorrecepgdo central € um processo realizado pelo sistema nervoso central (SNC)
para promover a manutengdo do equilibrio &cido-base, através da deteccdo de variacbes nos
niveis de CO2/pH por neurdnios e astrocitos quimiossensiveis e a consequente geracdo de
respostas ventilatorias para a compensacdo dessas alteragGes. Esse processo comegou a ser
investigado na década de 1950 (Euler and Berg, 1952). Evidéncias apontaram que a respiragdo
era estimulada quando solucdes acidas eram aplicadas na superficie ventral do bulbo (Fukuda
et al., 1978; Fukuda and Loeschcke, 1977). Nesse ponto, acreditava-se que a quimiorrecepgéo
central era determinada apenas pelos neurdnios localizados logo abaixo da superficie bulbar
ventral, essa corrente de pensamento foi nomeada de visao classica da quimiorrecepgdo central.
Contudo, evidéncias mais recentes indicam que muitos sitios participam da quimiorrecepcéao
central, propondo, portanto, uma visdo atual da quimiorrecepcao central. De acordo com essas
evidéncias, além da superficie ventral do bulbo pode-se encontrar neurénios quimiossensiveis
em multiplos sitios do SNC, sendo alguns deles o nucleo do trato solitario (NTS) (Nattie and
Li, 2002), nucleo retrotrapezoide (RTN) (Guyenet et al., 2008), locus coeruleus (Gargaglioni et

al., 2010), hipotalamo lateral e area perifornicial (LH/PFA) (Deng et al., 2007).

A atividade quimiossensivel do LH/PFA tem sido atribuida aos neurdnios orexinérgicos
(OX), os quais possuem seus corpos celulares localizados exclusivamente nessa regido (Peyron
et al., 1998). A atividade quimiossensivel desses neurdnios e, portanto, do LH/PFA parece ser
dependente do ciclo sono-vigilia, sendo predominante na vigilia (Deng et al., 2007; Dias et al.,
2010, 2009) o que esta de acordo com a atividade dos neurbnios orexinérgicos que é
reconhecidamente maior na vigilia (Deng et al., 2007; Dias et al., 2010; Li et al., 2013). Nesse
sentido, a acidificacdo local do LH/PFA resulta em aumento da resposta ventilatoria
hipercapnica em ratos acordados mas ndo durante o sono (Li et al., 2013) e camundongos

knockout para pré-pro-orexina (precursor das orexinas) apresentam resposta ventilatoria
12
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hipercépnica reduzida em 50% durante a vigilia mas ndo durante o sono (Deng et al., 2007).
Dentre as diversas outras fun¢des do LH/PFA, deve-se destacar o seu possivel envolvimento
com o controle da temperatura corporal, uma vez que camundongos knockout para orexina
apresentaram menor queda na temperatura durante o sono (Mochizuki et al., 2006). Contudo, a
regulacdo da temperatura corporal pela regido do LH/PFA e pelos neur6nios OX € um assunto
pouco elucidado, pois embora os neurénios OX parecam atuar de forma complementar a &reas
de controle da temperatura em determinadas situacdes (Mochizuki et al., 2006), eles ndo sdo o

principal tipo de neurdnio envolvido nesse processo.

Apesar de inimeras evidéncias que corroboram com a funcdo quimiossensivel do
LH/PFA, faltam informacgdes sobre os mecanismos neuroquimicos locais envolvidos com a
modulacdo dessa funcdo, uma vez que neurdnios de diversas identidades neuroquimicas
interagem com 0s neurdnios orexinérgicos do LH/PFA e possivelmente modulam as respostas
desses neurdnios ao CO2/pH. Nesse contexto, dados do nosso laboratério evidenciaram o papel
da modulagdo glutamatérgica (Rodrigues et al., 2019) e purinérgica (da Silva et al., 2018) no
LH/PFA na resposta ventilatoria hipercapnica, na vigilia durante a fase escura. No entanto,
outros neurotransmissores/neuromoduladores influenciam a atividade dos neurdnios
orexinérgicos no LH/PFA e a investigacdo do papel dessas interagdes na modulacdo do
quimiorreflexo hipercépnico central é de grande relevancia no entendimento dos mecanismos

neuroquimicos que regem a regulacdo diaria do quimiorreflexo hipercépnico central.

Nesse contexto, destaca-se a melatonina, neuro-horménio produzido pela glandula
pineal que tem como um de seus alvos o Hipotalamo Lateral/Area Perifornical. A melatonina
(n-acetil-5-metoxitriptamina) foi primeiramente estudada através do isolamento e
caracterizagdo da glandula pineal de bovinos pelo pesquisador Aaron Lerner no final da década
de 50. A liberacdo de melatonina por essa glandula ocorre durante o periodo noturno,

promovendo, em mamiferos diurnos, uma queda na capacidade de alerta no individuo e
13



10

11

12

13

14

15

regulando a duracéo do seu periodo de sono (Arendt, 2006; Fisher and Sugden, 2009; Mirmiran
and Pevet, 1986; Pandi-Perumal et al., 2008). Quanto ao seu mecanismo de ac¢do, a melatonina
age, principalmente, sobre dois tipos de receptores transmembrana, oS quais receberam,
primeiramente, os nomes de ML-1 (melatonina 1) e ML-2 (melatonina 2) (Dubocovich, 1998),
sendo, mais tarde, renomeados para Mella (MT1) e Mellb (MT2), respectivamente
(Dubocovich et al., 2010; Reppert et al., 1995; Reppert and Weaver, 1995). Esses receptores
melatoninérgicos, acoplados a proteina G interagem com mensageiros como a adenilciclasse,
fosfolipase A2 e fosfolipase C resultando principalmente na diminuic¢do da produgéo de AMP
ciclio (cCAMP) e cGMP (Reppert and Weaver, 1995). Embora possuam respostas similares,
esses receptores apresentam padrdes de distribuigcdo diferentes e podem ser encontrados nos

mais variados tipos celulares (Ekmekcioglu, 2006).

Esquema representativo dos recepetores de melatonina

Figura 1: Representacdo esquematica dos receptores MT1 e MT2. Ambos receptores
apresentam um papel inibitorio, pois atuam sobre a adenilciclase (AC) e geram uma

diminuicdo da producédo de AMP ciclico (CAMP) (Adaptado de Liu et al., 2016).
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Quanto a acdo da melatonina no LH/PFA, estudos confirmam a expressdo de receptores
melatoninérgicos nessa regido e sugerem que a ativacdo desses receptores modula a atividade
dos neurénios orexinérgicos. Essa acdo parece ser mediada pelo efeito inibitorio da melatonina
em neurénios GABAérgicos, presentes do LH/PFA, os quais, por sua vez, regulam a atividade
dos neurénios Ox (Huang et al., 2020). De fato, foi demonstrado que neurénios GABAérgicos
do LH/PFA apresentam receptores do tipo MT1, cuja ativacdo pela melatonina, resulta na
inibicdo da atividade desses neuronios (Huang et al., 2020). No entanto, ndo se sabe se a
neurotransmissdo melatoninérgica no LH/PFA modula a atividade quimiossensivel dessa regido
e, portanto, participa da regulacdo da resposta ventilatoria hipercapnica durante o ciclo sono-

vigilia, o que é de interesse investigar-se.

Dessa maneira, esse projeto teve como objetivo geral avaliar o possivel papel da
melatonina, atuando no LH/PFA, na modulagdo do quimiorreflexo hipercapnico central. Para
tanto foi investigado o efeito da injecdo de melatonina no LH/PFA na resposta ventilatoria

hipercapnica e na temperatura corporal de ratos durante a vigilia e durante o sono.

2. MATERIAL E METODOS:

2.1. Animais:

Os experimentos foram realizados com ratos machos Wistar, fornecidos pelo Biotério
Central do Campus de Botucatu, pesando de 250 a 300g. Os animais foram acondicionados em
caixas com a oferta de a4gua e racdo ad libitum, em ambiente de temperatura controlada (21 +
2°C) e ciclo claro e escuro (12-12h). Todos os protocolos e procedimentos experimentais foram
realizados segundo os principios éticos de experimentacdo animal legitimados pelo Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pela

15
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Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias (CEUA n° 6766090620 —

IBB, UNESP, Botucatu, SP).

2.2. Procedimento cirurgico:

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

a cabeca colocada na posicao plana e fixada por meio de barras auriculares.

Apos a certificagdo do posicionamento do animal, uma injecdo subcuténea de um
anestésico local e vasoconstritor (cloridrato de lidocaina e epinefrina) na regido do escalpo foi
administrada. Uma incis@o longitudinal foi realizada, expondo a regido da calota craniana, a
fim de revelar as suturas para localizacdo de pontos especificos, bregma e lambda, e calcular os
locais adequados para inser¢éo dos trés eletrodos de eletroencefalograma (EEG). Para o registro
de eletromiograma (EMG), foram inseridos dois eletrodos nos musculos do pescoco do animal,
os fios desses eletrodos foram direcionados, subcutaneamente, até a regido da cabeca para que
juntamente com os outros eletrodos fossem conectados a um soquete de pléastico (Plastic One

Inc.) para posterior conexdo ao cabo de leitura.
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Em seguida, as medidas do bregma e lambda foram tomadas novamente como forma de
certificacdo de que a canula guia fosse posicionada na regido correta. Apds a insercao da canula,
os eletrodos e a mesma foram fixados com resina acrilica. Como medida profilatica pos-
cirtrgica, o animal foi tratado com antibiotico (0,3ml de benzilpenicilina, 1.200,000 U; via
intramuscular) e analgésico (megluminato de flunixina, 2,5 mg/kg; via subcutanea). Apds esses
procedimentos, os animais foram retirados do estereotaxico, colocados em caixas individuais
com &gua e racao ad libitum e mantidos no biotério por um periodo de 7 dias. Ap6s esse periodo,

eles foram submetidos aos protocolos experimentais.

2.3.Medida de ventilacdo pulmonar:

As medidas de ventilacdo foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro, em um
sistema fechado (Bartlett and Tenney, 1970). Os animais foram posicionados em uma camara
acrilica com capacidade de 5L (Figura 2), dentro da qual eles puderam se mover livremente,
estando apenas conectados por um cabo, para leitura das ondas de eletroencefalograma, no
soquete do capacete de acrilico e a outra extremidade na tampa da camara plestismografica. A
camara foi ventilada por ar ambiente ou por mistura gasosa hipercapnica (7% CO2, 21% Oz, N2
balanco) fornecida por um misturador de gases (Pegas 4000F, Columbus Instruments,
Columbus, OH, USA). As medidas dos parametros ventilatérios foram realizadas
continuamente, uma vez que uma bomba a vacuo esteve conectada em uma das saidas da
camara, tendo o efluxo igual ao influxo de ar do misturador. Por outro lado, foram considerados
trechos especificos para posterior anélise. A selecdo desses trechos foi feita através do registro
do horério e temperaturas correspondentes aquele momento. As oscilagdes de pressdo causadas
pela respiracdo foram monitoradas por um transdutor de pressdo (TSD 160A, Biopac Systems,

Santa Barbara, CA). Os sinais foram coletados por um amplificador, passando através de um
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conversor analégico-digital e digitalizados em um computador equipado com um programa de
aquisicdo de dados (MP150WSW, Biopac Systems). Os eventos respiratorios, bem como o0s
sinais do EEG/EMG foram depois analisados por meio de um programa para analise de dados
(Lab Chart Pro; AD Instruments, Australia). A calibracdo do volume foi obtida durante cada
experimento, injetando-se um volume conhecido de ar dentro da cdmara do animal (1ml) com
0 uso de uma seringa graduada. Duas variaveis respiratorias foram medidas, a frequéncia
respiratoria (f) e o volume corrente (V7), o ultimo calculado através da formula de Drorbaugh

& Fenn (1955):
V1=V X (Pr/Px) X Tbx (Ps—Pc)/ Th x (Ps-Pc) — Ta X (P8 — Pr)

Onde Pt é a deflexdo de pressdo associada a cada V1, Pk é a deflexdo de pressao
associada a inje¢do do volume de calibracédo (Vk), Ta € a temperatura do ar na cadmara do

animal, Pg € a pressdo barométrica, Pc é a pressdo de vapor de agua na camara do animal, Tb €

a temperatura corporal e Pr € a pressdo de vapor da 4gua em Th. O V ¢ foi calculado como o

produto da fR e do V1. Ve e Vr sdo apresentados em condicbes de pressdo barométrica
ambiente, em Tb e saturados com vapor d'agua (BTPS). Os experimentos foram realizados na

fase clara do ciclo diurno.
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Figura 2: Sistema de pletismografia utilizado para a obtencdo das medidas ventilatdrias dos

ratos.

2.4. Medida da temperatura corporal (Tc):

Durante os experimentos, Tc foi monitorada continuamente por meio de um sensor e
registrador de temperatura integrado (Subcue, Calgary, Alberta, CA; Figura 3), implantado na
cavidade abdominal dos ratos. Previamente aos procedimentos cirlrgicos, os sensores de
temperatura foram conectados a um computador, via conexdo Optica e programados para a
coleta de dados ao longo dos experimentos com leituras a cada 5 minutos. Para o0s
procedimentos de programacao dos sensores bem como para 0 acesso aos dados armazenados
foi utilizado o programa “SubCue temperature datalogger software”. A temperatura ambiente e

da camara foram também mensuradas por meio de termosensores.
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Figura 3: Sensor e registrador de temperatura integrado (Subcue, Calgary, Alberta, CA)
implantado na cavidade abdominal dos ratos para registro de temperatura durante os

experimentos.

2.5. Registro do eletroencefalograma e eletromiograma:

Os sinais dos eletrodos de EEG e de EMG foram coletados, filtrados e gravados
diretamente em um computador equipado com um programa para analise de dados (Labchart8).
O estado de alerta do animal foi determinado pela analise do EEG, bem como do EMG da
musculatura dorsal do pescoco. O estado de vigilia é caracterizado por ondas de baixa amplitude
e alta frequéncia no EEG, enquanto o EMG apresenta ondas de alta amplitude. Por outro lado,
no sono ndo-REM ou sono de ondas lentas, 0 EEG apresenta ondas de alta amplitude e baixa
frequéncia enquanto o EMG apresenta menor atividade comparado a vigilia. O periodo de sono
REM, por sua vez, ¢ caracterizado por ondas de baixa amplitude e alta frequéncia, concomitante
com ondas reduzidas de EMG. Assim, usando-se o0 EEG e 0 EMG, os dados obtidos em cada
experimento foram qualificados pela fase do ciclo sono-vigilia, sendo separados em 2 grupos:
vigilia e sono sincronizado ou ndo-REM. Os periodos de sono-REM foram raros e, portanto,

guando ocorreram, foram excluidos da analise.
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2.6. Microinjecéo:

Com o intuito de avaliar a participagdo da melatonina na resposta ventilatoria
hipercapnica, foi realizada a microinjecdo de melatonina (Sigma Chemical, St. Louis, MO,
EUA) e seu veiculo no LH/PFA. Foi utilizada seringa Hamilton de 5ul. (Hamilton, 154Reno,
NV) acoplada a um tubo de polietileno (PE-10) com uma agulha de injecdo dentéria (calibre
28) em sua extremidade. O volume microinjetado foi de 100 nL, a duragdo desse procedimento
foi de aproximadamente 30 segundos. A melatonina (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA)
foi dissolvida em DMSO e diluida em aCSF (liquido cefalorraquidiano artificial) para uma
concentragdo final de melatonina de 20mM. A concentragdo foi selecionada com base em

estudo anterior (Miranda-péez et al., 2017).

2.7. Histologia:

Apos a finalizacdo dos experimentos, os animais foram profundamente anestesiados e
submetidos a perfusdo transcardiaca, por meio da qual foi feita a perfusdo de 300 mL de solucéo
salina seguida por 300 mL de solucéo fixadora filtrada composta por paraformaldeido a 4% em
temperatura ambiente. A perfusdo foi realizada com o auxilio de uma bomba perfusora
peristaltica (Masterflex®, Cole Parmer International, Vernon Hills, IL, EUA), ajustada a um
fluxo de 30 mL/min. Em seguida, o encéfalo foi retirado e imerso em solucdo de
paraformaldeido a 4% e, no dia seguinte, foi crioprotegido por imersdo em uma solucdo de
sacarose a 30% durante por pelo menos 72 hrs. Posteriormente, os encéfalos foram cortados no
plano coronal em secc¢des seriadas de 40 wm em um criostato (Reichert-Jung, Leica, Alemanha),
em toda a extensdo do LH/PFA e montados em laminas gelatinizadas. Os cortes obtidos foram
entdo corados pelo método de Nissl com coloragcdo com tionina. A analise microscopica da
localizagdo do sitio de microinjecdo foi feita em microscépio optico. Os sitios anatdbmicos de
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referéncia bem como os sitios de microinjecdo foram identificados com o auxilio do Atlas de

Paxinos & Watson (2007).

2.8. Analise estatistica:

AlteracBes nas respostas ventilatorias e de temperatura corporal foram avaliadas pelo
teste de ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni para comparagdes post-hoc.
Valores de P < 0,05 foram considerados significativamente diferentes. As andlises estatisticas

foram realizadas utilizando um programa de software (GraphPad Prism 6).

2.9. Protocolo experimental:

Efeitos da microinjecdo de melatonina intra-LH/PFA na ventilagdo em normocapnia e

hipercapnia em ratos acordados e dormindo, na fase clara.

Os ratos foram colocados no interior da camara pletismogréafica ventilada com ar
ambiente e, apos a fase de aclimatacao (30-60 minutos), o registro dos parametros ventilatérios,
EEG e EMG foi iniciado, antes da microinjecdo, para obtencdo dos parametros basais. Ap6s 30
minutos, a agulha de microinjecéo foi inserida na canula-guia e a microinjecdo de melatonina
[20mM] ou veiculo foi realizada unilateralmente no LH/PFA. Em seguida, todos os parametros
foram registrados por mais 10 minutos em ar ambiente seguido por 30 minutos em hipercapnia
(7% CO2, 21% Oz e N2 balanco). A sequéncia temporal desses eventos estd representada na
figura 4. Os dados de temperatura ambiente, da camara e corporal (Tb) foram registrados
durante todo o experimento. Com a posterior analise do registro de EEG/EMG, os dados foram

separados em momentos de vigilia e sono ndo-REM.
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Mistura

Aclimatagéo Ar ambiente Microinjegéo Ar ambiente hipercapnica
7% CO,

40 a 60 min 30 min Melatonina/veiculo 10 min 40 min

Figura 4: Diagrama esquematico da sequéncia temporal de eventos experimentais.

3. RESULTADOS:
3.1.Histologia
Na figura 5, vemos uma fotomicrografia de sec¢do coronal de encéfalos de animais

representativos dos grupos submetidos a microinjecdo unilateral de melatonina no LH/PFA.

Figura 5: Localizacdo anatdmica da microinjecdo. Fotomicografia de uma seccdo coronal do
encéfalo de um rato representativo, mostrando um local tipico de microinjecdo no hipotalamo
lateral/area perifornicial (LH/PFA; seta preta). 3V: terceiro ventriculo; f: fornix; mt: trato

mamilotalamico.
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3.2. Registro da ventilagio pulmonar, do eletroencefalograma e eletromiograma.

Na figura 6 estdo representados trechos do registro de um animal representativo dos
grupos mostrando as variacOes de pressao inspiratoria (Pinsp), EMG e EEG durante a vigilia
(A) e 0 sono ndo-REM (B). Como podemos observar, durante a vigilia, 0 EEG é caracterizado
por ondas de alta frequéncia e baixa amplitude (dessincronizagdo) Durante o0 sono ndo-REM,
observamos diminuicdo da frequéncia das ondas cerebrais no EEG, predominando potencias de
baixa frequéncia e alta amplitude. O EMG, por sua vez, apresenta menor atividade durante o

sono ndo-REM comparado a vigilia.
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Figura 6: Trecho representativo de um dos experimentos mostrando o registro de pressdo

inspiratoria (Pinsp), EMG e EEG durante a vigilia (A) e sono ndo-REM (B) em normocapnia.

3.3. Parametros respiratdrios basais de ratos antes da microinje¢cdo de veiculo ou

melatonina:

A tabela 1 mostra os valores dos pardmetros respiratorios basais em ratos em condi¢do
de ar ambiente antes da microinjecdo de veiculo ou melatonina no LH/PFA. N&o houve
diferenca estatisticamente diferente entre os valores entre o grupo tratado com melatonina e o

grupo controle.
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VIGILIA SONO NREM
CONTROLE | MELATONINA | CONTROLE | MELATONINA

VT (mL/kg) 48+04 84+1.0 52+0.5 85+ 1.5
fR (ciclos/min) 119+ 21 101 +17 97+ 14 96+ 15
VE (mL/kg/min) | 576.7+ 138.6 843 +£130 475.2+ 56 797.8 £ 46

Tabela 1: Valores de volume corrente (VT), frequéncia respiratoria (fR) e ventilagdo pulmonar

(\75) de ratos Wistar do grupo controle (n= 04) e grupo melatonina (n= 04) antes da
microinjecdo, em ar ambiente, durante a vigilia e sono ndo REM. Os valores s&o mostrados em

média + SD.

3.4. Efeito da microinje¢éo intra-LH/PFA de melatonina ou veiculo resposta ventilatdria

a hipercapnia, em ratos acordados.

Na figura 7, podemos observar os efeitos da microinjecdo de melatonina [20mM] ou
veiculo no LH/PFA na resposta ventilatdria a hipercapnia. Como observado, a melatonina intra-
LH/PFA ndo alterou a ventilagdo em condi¢des de ar ambiente, quando comparada com o grupo
veiculo. Quanto a resposta ventilatoria hipercapnica, a administracdo de melatonina em ratos
acordados, promoveu um aumento no VT aos 30 minutos apds a exposic¢do ao CO> (P < 0,05)

quando comparado com o grupo controle.
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Em Veiculo (n=4)

E= Melatonina (n=4)

3001
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V1 (% basal)
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Figura 7: O efeito da microinjecdo de melatonina (barras vermelhas; N=4) e solucéo veiculo

(barras azuis; N=4) no LH/PFA no volume corrente (VT), frequéncia respiratoria (fR) e

ventilagdo (Ve ) de ratos acordados em ar ambiente ou 7% CO,. Valores expressos em

porcentagem de aumento em relagdo aos valores basais. * P < 0,05, melatonina versus veiculo.

26



3.5.Efeito da microinjecdo intra-LH/PFA de melatonina ou veiculo na resposta

ventilatoria a hipercapnia, em ratos dormindo.

Na figura 8, podemos avaliar os efeitos da microinjecdo de Melatonina [20mM] ou
veiculo no LH/PFA em condigdes hipercapnicas em ratos durante o sono NREM. Podemos
observar a melatonina ndo alterou a resposta ventilatéria ao CO2, quando comparada com a

microinjecdo de veiculo durante o sono.
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Bl Veiculo (n=3)
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Figura 8: Efeito da microinjecdo de melatonina (barras vermelhas; N=3) ou veiculo (barras

azuis; N=4) intra-LH/PFA no volume corrente (V1), frequéncia respiratéria (fR) e ventilacdo

pulmonar (V E) de ratos expostos a hipercapnia durante o sono NREM. Valores expressos em

porcentagem de aumento em relacdo ao basal.
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3.6.Temperaturas da camara e do ambiente:

Durante a realizacdo de todos os protocolos experimentais a temperatura média da

camara foi de 24 + 1°C (EPM), e a temperatura média da sala foi de 22 + 1°C (EPM).

3.7. Temperatura corporal (Tc):

A figura 9 mostra a variagdo na Tc dos animais que receberam microinjecéo de
melatonina intra-LH/PFA e do grupo controle, que receberam a solucdo veiculo em condigdes
de normocapnia e hipercapnia. Podemos observar que a os animais que receberam a
microinjecdo de melatonina ndo apresentaram mudangas na Tc, quando comparados aos

animais do grupo controle.

-# Melatonina (n= 3)
-& Veiculo (n=4)

40-
39+
_ 381
$
~ 37-
©
36+
354 * 7% CO,

-40 -30 -20 -10 0O 10 20 30 4
Tempo (min)

Figura 9: Efeito da microinjecdo de melatonina ou veiculo intra-LH/PFA na temperatura
corporal de ratos ndo-anestesiados em condi¢des normocapnicas e hipercapnicas (7% CO>). A
seta indica 0 momento da microinjecdo. A barra preta indica o periodo de hipercapnia. Os

valores sdo mostrados em média + SD.
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4. DISCUSSAO:

O presente estudo investigou o possivel papel da melatonina, atuando no LH/PFA, na
modulacdo da resposta ventilatdria hipercapnica em ratos ndo anestesiados e se esse papel €
dependente do ciclo sono-vigilia. De acordo com nossos resultados, podemos sugerir que a
melatonina atua sobre populagdes de neurdnios do LH/PFA, exercendo um papel excitatorio no
quimiorreflexo hipercapnico em ratos acordados, uma vez que microinjecdo unilateral de
melatonina no LH/PFA dos ratos exacerbou o aumento de volume corrente durante a trigésimo

minuto de exposi¢do a mistura hipercapnica, durante a vigilia.

4.1. Hipotalamo Lateral/Area Perifornicial e o quimiorreflexo central

O primeiro estudo a associar o hipotalamo ao controle da respiracdo foi feito por
Redgate e Gellhorn na década de 1950. Os autores mostraram que 0s impulsos elétricos da area
hipotalamica lateral estimulam a respiracdo, enquanto a lesdo diminuiu na frequéncia e/ou
profundidade da respiracdo (Redgate and Gellhorn, 1958). Décadas mais tarde, foi demonstrado
que a acidificacdo local dessa regido promoveu aumento da ventilacdo pulmonar de ratos
acordados, mas ndo dormindo, sugerindo que o LH/PFA é uma regido quimiossensivel ao
CO2/pH e que essa funcéo é dependente do estado de vigilia (Li et al., 2013). Essa funcéo tem
sido atribuida aos neurénios orexinérgicos (Williams et al., 2007; Deng et al., 2007; Dias et al.,
2009; 2010). Esses neurbnios sdo responsaveis pela producdo de orexinas do tipo A e B,
neuropeptideos de papel predominantemente excitatorio (Burdakov et al., 2013). Foi
demonstrado que camundongos knockout para pré-pro-orexina tém a resposta ventilatoria
hipercapnica atenuada em 50% durante a vigilia mas ndo durante o sono e esse efeito € revertido
pela administragdo de OX-A (Deng et al., 2007). No presente estudo, a abordagem

farmacoldgica no LH/PFA, por meio de microinjecdo de melatonina, manifestou alteracdes
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respiratdrias apenas na vigilia, o que corrobora com a funcdo do LH/PFA no quimiorreflexo

central de uma forma dependente de vigilia.

Apesar de bem estabelecida a importancia dos neurdnios orexinérgicos no
quimiorreflexo hipercapnico central, o papel de neur6nios de outros fendtipos, atuando no
LH/PFA, ndo é completamente elucidado. Estudos anteriores sugerem interacfes complexas
que ocorrem entre neurdnios orexinérgicos e outros tipos de células. Esses as interacGes podem,
em Ultima andlise, determinar a sensibilidade dos neurdnios orexinérgicos a sinais locais ou
provenientes de outras areas, bem como influenciar a integracdo de sinais de entrada e os niveis
de sinais de saida (Burt et al., 2011). De fato, estudos anteriores do nosso laboratério
demonstraram que o glutamato e o ATP, atuando no LH/PFA, participam da modulacdo da
resposta ventilatdria hipercapnica, principalmente durante a vigilia (da Silva et al., 2018;
Rodrigues et al., 2019). No entanto, outros neurotransmissores/neuromoduladores, atuando no
LH/PFA, modulam a atividade dos neurbnios orexinérgicos e possivelmente participam do
controle do quimiorreflexo hipercapnico central e devem ser investigados. Nesse sentido, o
presente estudo investigou a hipétese que a melatonina, atuando no LH/PFA, participaria da

modulacdo das respostas ventilatorias a hipercapnia em ratos acordados.

4.2 Melatonina

A melatonina é um neuro-horménio produzida principalmente pela glandula pineal e
parece estar envolvida em muitas fungdes fisioldgicas e bioldgicas importantes nos vertebrados.
Embora seja principalmente conhecida por seu papel na regulagdo dos ritmos bioldgicos
(Claustrat et al., 2005), estudos apontam também para um papel antioxidante natural e
poderoso, antiinflamatério (Kwon et al., 2015) e agente neuroprotetor (Kermer et al., 2004;

Reiter et al., 2010).

31



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

A sintese e liberacdo de melatonina ocorre exclusivamente a noite, seguindo um ritmo
circadiano. Na presenga de luz, a sua sintese € inibida (Claustrat et al., 2005). Dessa forma,
assim como o controle da ventilagéo, a producéo e liberacdo de melatonina apresenta um ritmo

circadiano.

O ciclo claro/escuro € o principal zeitgeber do sistema regulador da secrecdo de
melatonina. O ritmo da melatonina é arrastado para o periodo escuro. A informacéo fotica é
transmitida ao nucleo supraquiasmatico (SCN) por meio de fibras retino-hipotalamicas: durante
o dia, na presenca de luz, a saida do trato retino-hipotalamico inibe a sintese de melatonina
(Claustat et al., 2005). A via neural do SCN para a glandula pineal tem como primeiro alvo a
parte superior da medula espinhal cervical, onde as conex@es sinapticas sdo feitas com corpos
celulares pré-ganglionares dos ganglios cervicais superiores (SCG) das cadeias simpaticas. Em
seguida, as células neurais no SCG enviam projecdes para a glandula pineal. O principal
neurotransmissor que regula a glandula pineal é a norepinefrina, que € liberada a noite, em

resposta aos sinais estimuladores originados no SCN (Mgller and Baeres, 2002).

4.3. A relacdo da melatonina com o LH/PFA e com o quimiorreflexo hipercapnico

central.

A hipotese do presente estudo, sobre a possivel participacdo da melatonina, atuando no
LH/PFA, na resposta ventilatoria hipercapnica, foi levantada mediante apontamentos de
estudos anteriores que confirmaram a expressao de receptores melatoninérgicos MT1 e MT2
no LH/PFA (Lacoste et al., 2015), especialmente em neurdnios GABAérgicos (Huang et al.,
2020). A ativacdo desses receptores nos neurdnios GABAérgicos do LH/PFA parece promover
uma inibicdo da atividade desses neurbnios. Nesse sentido, foi demonstrado, por meio de
registros eletrofisiologicos de neurénios GABAérgicos do LH pela técnica de “Patch Clamp”,

que a aplicagdo de melatonina induziu significativamente a hiperpolarizacdo da membrana e
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inibiu notavelmente a taxa de disparo neuronal (Huang et al., 2020). Ademais, 0s autores
demonstraram que esse efeito inibitdrio da melatonina nos neurénios GABAérgicos deu-se pela
ativacdo de receptores MT-1. Os neurdnios gabaérgicos do LH/PFA, por sua vez, modulam a
atividade de neurbnios orexinérgicos, promovendo uma relacdo unilateral inibitéria com os
neuronios Ox. Essa inibicdo parece ndo ocorrer na presenca da melatonina, sugerindo que a
melatonina atua de maneira a inibir os neurénios GABAérgicos do LH/PFA, promovendo, de
maneira indireta, a excitacdo dos neurdnios OX (Huang et al., 2020). Essa descoberta corrobora
com outros estudos que mostram que a atividade dos neurdnios Ox € maior durante a fase
escura, ou seja, periodo ativo do animal, periodo no qual a melatonina é produzida e liberada

pela glandula pineal.

Os nossos resultados mostraram que a melatonina, no LH/PFA, tem um efeito
excitatorio na resposta de volume corrente (VT) durante o quimiorreflexo hipercépnico central
durante a vigilia, uma vez que a microinjecdo de melatonina no LH/PFA resultou em um maior
VT durante a exposigao a hipercapnia a 7% CO2, comparado com o grupo tratado com veiculo.
A principal hipétese para a explicacdo dessa resposta observada, seria a de que a liberacao de
melatonina na fase escura acarretaria na ativacao dos receptores MT-1 presentes nos neurdnios
GABAérgicos do LH/PFA. A ativacdo desses receptores promoveria uma queda na atividade
desses neurdnios, 0s quais deixariam de exercer a acdo inibitoria sobre os neurdnios Ox. Esses
ultimos, ficariam, portanto, “desinibidos” e a sua maior atividade resultaria em um incremento
nos sinais de saida, direcionados ao gerador de padrdo central (CPG) e/ou outros locais

guiomiossensiveis, para promover maiores aumentos de VT em resposta a hipercapnia.

Podemos observar que 0 aumento do volume corrente durante a exposicao hipercapnica,
promovido pela microinjecdo de melatonina, foi compensado por uma reducdo na frequéncia

respiratdria, o que resultou na manutencdo da ventilacdo pulmonar. Tal mudanca de padréo
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respiratdrio é mais efetivo para as trocas gasosas e, portanto, pode ser benéfico em situacGes de
hiperventilacdo. Pode-se sugerir, dessa forma, que a modulagdo melatoninérgica da resposta
ventilatoria hipercapnica, exercida via LH/PFA, pode ser importante na gera¢ao de um padrdo

ventilatorio mais efetivo para as trocas gasosas.

4.4.Melatonina e os ciclos sono-vigilia e claro escuro:

Em relagdo ao ciclo claro-escuro, pode-se afirmar que tanto em animais com habito
noturno quanto em animas com habito diurno, o pico de secre¢do de melatonina ocorre na fase
escura (Gobbi and Comai, 2019). Contudo, em relagdo a participagdo da melatonina no ciclo
sono-vigilia, os resultados parecem ser diferentes.

Por muito tempo acreditou-se que a melatonina estivesse associada a promoc¢ao de sono
em todos os animais. De fato, em animais de habito diurno, como humanos por exemplo, essa
associacdo parece ser verdadeira, pois como apontado por Zisapel (2018), pacientes que tiveram
uma queda na producdo de melatonina, devido ao avanco da idade, desenvolveram indmeros
disturbios do sono.

Contudo, ao considerarmos animais de habito noturno, mesmo com o pico de secrecao
da melatonina acontecendo na fase escura, o efeito de promocéo de sono nédo € observado e a
resposta a presenca desse horménio parece ser contraria a dos animais diurnos, pois esses
animais se tornam mais ativos na fase escura (Fisher and Sugden, 2010). A melatonina,
portanto, ndo esta relacionada com a promogéo de sono nos animais de habito noturno e parece
possuir outras fungfes nesse grupo de animais. De fato, a principal fun¢do da melatonina é
mediar os “sinais escuros”, com possiveis implica¢fes no controle da ritmicidade circadiana e

sazonalidade. Pode-se considerar que a mensagem da melatonina, que é gerada a noite, tem
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diferentes repercussdes em animais noturnos e humanos. Nesse sentido, a melatonina ndo pode
ser considerada como o horménio universal do sono (Claustrat et al., 2005).

No presente estudo, ndo avaliamos o efeito da microinjecdo da melatonina no tempo de
sono e de vigilia dos ratos uma vez que o nosso protocolo experimental tem como foco principal
a avaliacdo de respostas respiratdrias, ndo sendo apropriado para avaliagbes do ciclo-sono

vigilia.

4.5. Melatonina e a termorregulacéo:
Estudos sugerem que o LH/PFA esta envolvido no papel da termorregulacao (Morrison,
2016; Zhang et al., 2010). No entanto, esse papel parece ndo envolver a sinalizagdo
melatoninérgica no LH/PFA, uma vez que no presente estudo a microinjecdo de melatonina no
LH/PFA ndo alterou a temperatura corporal de ratos em normocapnia ou hipercapnia,

comparado com a injecao de veiculo.

5. CONCLUSAO:

A partir do presente estudo pode-se sugerir que a melatonina, atuando no LH/PFA,
parece realizar uma modulacdo do quimiorreflexo hipercapnico, estimulando a resposta do

volume corrente de ratos durante a vigilia.
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