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ESTUDO 1

Os neurdnios orexinérgicos (OX), por meio da liberacdo de orexinas, modulam diversas
funcdes, incluindo os estados de sono e vigilia e a quimiorrecepcdo central. Receptores OX sédo
expressos em regides envolvidas no controle e modulacao da resposta ventilatoria ao CO, como
0 ndcleo do trato solitario (NTS) e o nucleo tegmentar pedinculo pontino (NTgPP). Neste
estudo, nds testamos a hipdtese de que os neurbnios orexinérgicos estimulam o ndcleo
comissural do NTS (NTSc) e o NTgPP durante a ativacdo do quimiorreflexo central. Utilizando
um sistema de pletismografia de corpo inteiro, nosso objetivo foi avaliar a resposta ventilatoria
ao CO2 em ratos Wistar durante a microdialise de antagonista de receptor OX do tipo 1 (OX-
1R) (SB-334867 - 5 mM) no NTSc e no NTgPP. Os experimentos foram realizados durante a
fase clara e escura do ciclo de luz dos animais, sendo que os protocolos de microdialise no
NTSc foram realizados nas seguintes condi¢des experimentais: (1) normocapnia hiperoxica
(0% CO2 - 93% de O2) e (2) hipercapnia hiperédxica (7% CO2, 93% ou 50% de O2), e 0s
protocolos de microdidlise no NTgPP em: (1) normocapnia normoxica e (2) hipercapnia (7%
CO») normoxica. Observamos que o antagonismo de OX-1R no NTSc e no NTgPP causou uma
atenuacdo significativa nas respostas ventilatérias de CO2, em compara¢do com o veiculo,
durante a vigilia na fase clara do ciclo diurno. Desta forma, nossos dados sugerem que a
sinalizagcdo orexinérgica contribui, via OX-1R no NTSc e no NTgPP, para o controle
quimiorreflexo hipercapnico durante a vigilia na fase clara do ciclo de luz dos animais.

Palavras-chave: Quimiorrecepc¢do central. Orexinas. Ciclo claro-escuro.
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STUDY 1

Orexinergic (OX) neurons, through the release of orexins, modulate several functions
including sleep and wakefulness states and central chemoreception. OX receptors are
expressed in regions involved in the control and modulation of the ventilatory response to CO3,
such as the nucleus of the solitary tract (NTS) and the pontine tegmental nucleus (PPTg). In
this study, we tested the hypothesis that orexinergic neurons stimulate the commissural nucleus
of solitary tract (cNTS) and PPTg during central chemoreflex activation. Using a whole-body
plethysmography system, our objective was to evaluate the ventilatory response to CO: in
Wistar rats during microdialysis of the OX-1R antagonist SB-334867 (5 mM) in the cNTS and
PPTg. The experiments were carried out during the light and dark phases of diurnal cycle, and
the microdialysis protocols in the cNTS were performed as follow: (1) hyperoxic normocapnia
(0% CO2, 93% 0.) and (2) hyperoxic hypercapnia (7% CO2, 93% or 50% O2), and
microdialysis protocols in PPTg in: (1) normoxic normocapnia and (2) normoxic hypercapnia
(7% COz2). We observed that OX-1R antagonism in NTSc and in NTgPP caused a significant
attenuation in CO- ventilatory responses compared to vehicle during wakefulness in the light
phase of the diurnal cycle. Thus, our data suggest that orexinergic signaling contributes, via
OX-1R in NTSc and NTgPP, to hypercapnic chemoreflex control during wakefulness in the light
phase of the animals diurnal cycle.

Key-words: Central chemoreception. Orexins. Light - dark cycle.
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ESTUDO 2

A quimiorrecepcao central é a capacidade que neurdnios e astrdcitos tém de detectar
alteracdes de CO2/H". Os quimiorreceptores detectam essas alteracfes e agem sobre regides de
controle e modulacdo ventilatorios para promover ajustes que mantém o pH em faixas
fisiologicamente adequadas ao funcionamento do organismo. Os quimiorreceptores centrais
mais amplamente estudados estdo localizados no tronco encefélico: nucleo retrotrapezoide
(RTN), nacleos da rafe, locus coeruleus (LC) e nucleo do trato solitario (NTS). Entretanto, ha
evidéncias que suportam que neurdnios orexinérgicos (OX) localizados exclusivamente no
hipotdlamo sdo quimiorreceptores, pois sdo capazes de responder ao CO; e contribuem para
estimular a resposta ventilatéria hipercapnica. No presente estudo, nossa hipétese foi de que os
neurbnios OX localizados no hipotalamo lateral (LH) e na area perifornicial (PFA) sdo sensiveis
ao CO; independentemente dos niveis de O». Para testar essa hipotese, no presente trabalho,
nos registramos in vitro a atividade de neurdénios OX do LH e da PFA. Os registros dos
potenciais de acdo foram feitos sob voltagem fixa de -50 mV no modo cell-attached em fatias
encefalicas (250 um) de camundongos transgénicos com idade de 14 — 25 dias que expressavam
a proteina verde fluorescente (GFP™). Os protocolos experimentais foram conduzidos durante
hiperdxia (O balanco) e andxia (N2 balango) sob trés diferentes condigdes: (1) controle: 5% de
CO2 - O2 ou Nz balanceado; (2) hipercapnia: 10% de CO. - Oz ou N2 balanceado e (3)
recuperacgéo - 5% de CO:z - O2 ou Nz balanceado. Quarenta e trés por cento dos neurdnios OX
analisados em condicdes de hiperdxia mostraram aumento (100%) nas taxas de disparo durante
hipercapnia. Por outro lado, em 41% dos neurdnios OX analisados em condicfes de anoxia, a
hipercapnia provocou diminuigdo (40%) nas taxas de disparo. Com relagdo a localizacdo
anatémica, no LH estdo: 71% dos neurdnios estimulados por CO2 sob condic¢des de hiperdxia,
100% dos neurdnios inibidos sob condic¢des de anoxia, e 75% dos neurdnios insensiveis. Desta
forma, nds demonstramos que os neurdnios OX sdo quimiossensiveis de maneira dependente
dos niveis de O, exibindo dois tipos de respostas. Enquanto 10% de CO. durante hipéroxia
estimula neurbnios OX no hipotadlamo lateral, 10% de CO. durante anodxia tem efeito
predominantemente inibitorio em neurdnios dessa regiéo.

Palavras-chave: Quimiorrecepgéo central. Neurdnios orexinérgicos. Andxia.



11

SILVA, Eliandra Nunes da. PARTICIPA(;AO DOS NEURONIOS OREXINERGICOS NA
RESPOSTA VENTILATORIA AO CO2. 2023. 175 pp. Tese para obtencdo do titulo de
Doutor pelo Programa Interinstitucional de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas
Associacdo Ampla UFSCar/UNESP. Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu.

STUDY 2

Central chemoreception is the ability of neurons and glial cells to detect changes in
CO2/H*. Chemoreceptors detect these changes and act on ventilation control and modulation
regions to promote adjustments that maintain pH in physiological ranges suitable for the
functioning of the organism. The most widely studies are focused on central chemoreceptors
located in the brainstem: retrotrapezoid nucleus (RTN), raphe nuclei, locus coeruleus (LC),
nucleus of solitary tract (NTS). However, evidence supports that orexinergic (OX) neurons
located exclusively in the hypothalamus are chemoreceptors, since they are capable to respond
to CO2 and contribute to the modulation of the hypercapnic ventilatory. In the present study,
our hypothesis was that OX neurons located in the lateral hypothalamus (LH) and perifornical
area (PFA) are sensitive to CO2 independently of O levels. To test this hypothesis, in the
present study, we recorded in vitro the activity of LH and PFA OX neurons. Action potential
recordings were performed under voltage-clamp (-50 mV) in cell-attached configuration in
brain slices (250 um) from transgenic mice (14 — 25 post-natal) that expressed the green
fluorescent protein eGFP. The experimental protocols were conducted during hyperoxia
(balanced O2) and anoxia (balanced N2) under 3 different conditions: (1) control: 5% CO; -
balanced Oz or N2; (2) hypercapnia: 10% CO- - balanced Oz or N2 and (3) recovery - 5% CO>
- balanced O or N». Forty- three percent of OX neurons analyzed under hyperoxia conditions
showed increased (100%) firing rates during hypercapnia. On the other hand, in 41% of OX
neurons analyzed under anoxic conditions, hypercapnia evoked decrease (40%) on firing rates.
Regarding anatomical location, in the LH are the following: 71% of neurons stimulated by CO>
under hyperoxia conditions, 100% of neurons inhibited under anoxic conditions, and 75% of
insensitive neurons. In this way, we demonstrate that OX neurons are chemosensitive and their
activity depends on Oz background, exhibiting two types of responses. While 10% CO2 during
hyperoxia stimulates OX neurons in the lateral hypothalamus, 10% CO during anoxia has a
predominantly inhibitory effect on neurons of this region.

Keywords: Central chemoreception. Orexinergic neurons. Anoxia.
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1 INTRODUCAO

1.1 Quimiossensibilidade e quimiorrecepcao central ao CO2/pH

Mudancas nas concentragdes de CO/pH sdo detectadas por varios tipos celulares como
neuronios, células da glia e células sensoriais, em diferentes tecidos e vasos sanguineos. Estudos
moleculares tém demonstrado que uma variedade de canais sensiveis a prétons e, nesse caso,
prétons H*, conferem sensibilidade ao CO- a esses tipos celulares (BAYLISS et al., 2001;
GONZALEZ-CASTILLO et al., 2018; SONG et al., 2012; XU et al., 2000).

Com relacdo ao sistema nervoso central, diversas regides possuem canais sensiveis a
prétons, 0 que torna essas regiGes quimiossensiveis. Entretanto, nem todas as regides
quimiossensiveis integram os circuitos que controlam e modulam respostas ventilatorias, como
€ 0 caso dos neurdnios quimiorreceptores.

Quimiorreceptores respiratorios localizados no sistema nervoso central detectam
alteragdes de CO2/pH no liquor ou no parénquima encefélico e ativam circuitos encefalicos de
modulacdo ventilatérios. Grupos especificos de células como células da glia e neurdnios
distribuidos no tronco encefalico (COATES; LI; NATTIE, 1993; GOURINE et al., 2005; LlI;
RANDALL; NATTIE, 1999; LOESCHCKE, 1982; NATTIE, 1999, 2001; SOLOMON, 2003)
sdo recrutados durante condic6es de hipercapnia e tem a funcdo de manter os niveis fisiol6gicos
de CO2/pH, por meio da ativacdo de respostas respiratorias compensatorias adequadas. Assim,
tal como representado no esquema abaixo, uma vez detectadas alteragdes minimas nos niveis
de CO./H* pelos quimiorreceptores centrais, a respiracdo basal é alterada e eferéncias motoras
sobre musculos respiratorios promovem modificagdes na inspiracao e/ou expiracao ajustando a

entrada e/ou saida de ar das vias aéreas.
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Figura 1. Representacdo esquematica da quimiorrecepcdo central.
Quimiorreceptores localizados na ponte, bulbo e hipotalamo sdo ativados pelo CO2/H* e ativam
regides de controle de respiratorio que desencadeiam respostas ventilatorias. As regides de
controle respiratério também podem ser ativadas diretamente pelo CO2/H".

Os quimiorreceptores identificados no nacleo do trato solitario (NTS), no locus
coeruleus (LC), na rafe bulbar, no complexo de pré-Bétzinger (preBétC), no nicleo fastigial
(cerebelo) e em regides na superficie ventral do bulbo, especialmente no nacleo retrotrapezoide
(RTN), partilham caracteristicas responsaveis pela sensibilidade a variacfes de pH extra e/ou
intracelular como: jun¢des comunicantes de baixa resisténcia (DEAN et al., 2002; SOLOMON,
2003) canais idnicos do tipo TASK (BAYLISS et al., 2001), canais retificadores de K™ (XU et
al., 2000) e transportadores de membrana sensiveis ao pH — como o trocador H*- Na*
(PUTNAM, 2001).

Essas regides, quando submetidas a acidificacdo focal, aumentam as respostas
ventilatérias (LI; RANDALL; NATTIE, 1999; MULKEY et al., 2004; NATTIE; LI, 2002;
NICHOLS et al., 2008; WENKER et al., 2010) (LI; RANDALL; NATTIE, 1999; MULKEY et
al., 2004; NATTIE; LI, 2002; NICHOLS et al., 2008; WENKER et al., 2010) de maneira
equivalente ao aumento da pCO2 (COATES; LI; NATTIE, 1993) e, ap0s a exposi¢do a altos
niveis de CO», expressam a proteina de ativacdo neuronal Fos (BERQUIN et al., 2000; DA
SILVA et al., 2022; SATO; SEVERINGHAUS; BASBAUM, 1992; TEPPEMA et al., 1997).
Outro aspecto importante é que algumas dessas regides recebem projecdes excitatdrias de outras
regibes quimiossensiveis e/ou sdo influenciadas pelos astrocitos locais que facilitam sua
ativacdo. Por exemplo, 0 NTS e 0 RNT, além de exibirem quimiossensibilidade intrinseca ao
COo, recebem projecdes dos corpos carotideos, sao influenciados pela atividade astrocitica local
(MULKEY et al., 2006) e por projecdes provenientes de outras areas quimiossensiveis
(ALHEID; JIAO; MCCRIMMON, 2011; BURKE et al., 2015; MORAES et al., 2012; ROSIN;
CHANG; GUYENET, 2006; WENKER et al., 2010). Desta forma, a integracdo dessas
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informagdes aumenta a precisdo da resposta final de cada um desses nucleos, propiciando
ajustes ventilatorios adequados quando pCO é alterada.

Assim caracterizada, a quimiorrecepcao central € um mecanismo eficiente para
manutengédo da pCO, em faixas adequadas ao funcionamento do organismo e age juntamente

aos quimiorreceptores periféricos (SMITH et al., 2006).

1.2 Quimiorreceptores periféricos

Os quimiorreceptores periféricos, entre eles os corpos carotideos, localizados na
bifurcacdo da artéria carotida, fornecem estimulos ténicos para regides de controle respiratorio
sob qualquer condi¢do, mesmo sem diminuicdo da pO2 e/ou sem elevagédo da pCO, (SMITH et
al., 2006). Contudo, a remocdo cirargica dos corpos carotideos ocasiona hipoventilacéo,
reducao do ganho do quimiorreflexo e elevacédo crénica da pCO2 (DAHAN; NIEUWENHULJS;
TEPPEMA, 2007) demonstrando que as respostas ventilatorias ao CO, dependem da atuagéo
conjunta dos quimiorreceptores centrais com os quimiorreceptores periféricos.

Os corpos carotideos contém células sensoriais (células-glomus ou células do tipo I)
que séo ativadas por hipoxia e hipercapnia (BAVIS et al., 2020, 2023; LOPEZ-BARNEO et al.,
1988; ORTEGA-SAENZ et al., 2013; RODMAN et al., 2001). A ativacdo dessas células
promove aumento da liberacdo de neurotransmissores em terminacdes sensoriais de fibras
aferentes provenientes do ganglio petroso que se comunicam diretamente com circuitos no
tronco encefalico que integram respostas cardiorrespiratorias. A funcdo dos corpos carotideos
é essencial em altas altitudes e em pacientes com prejuizo de trocas gasosas, ambas condicdes
caraterizadas por baixa pO.. As células-glomus também sdo permeadas por células de
sustentacdo (células da glia ou células do tipo 1), que sdo subpopulacfes caraterizadas por
modular a atividade das células glomus durante a hipdxia crénica (NURSE, 2014; PLATERO-
LUENGO et al., 2014; ZHANG; NURSE, 2004). Mudancas na disponibilidade de Ca?
citosolico, modulada pelas células do tipo II, levam ao bloqueio da liberacdo de
neurotransmissores locais, 0 que afeta a ativacdo do corpo carotideo em resposta a diminuicao
da pO2, mostrando que a funcéo sensorial do corpo carotideo é dependente da liberacdo de
neurotransmissores (BUCKLER; VAUGHAN-JONES, 1994; ZHANG; NURSE, 2004), entre
eles: dopamina (GAUDA et al., 2000; LEONARD; NURSE, 2020; STOCCO et al., 2021),
acetilcolina (FITZGERALD; SHIRAHATA; WANG, 1999; KAHLIN etal., 2014) e glutamato
(L1etal., 2020).

Neurdnios quimiossensiveis no RTN (TAKAKURA et al., 2006), no locus coeruleus
(MURASE; INUI; NOSAKA, 1994) e alguns neurdnios serotoninérgicos da rafe (ERICKSON;
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MILLHORN, 1994), por exemplo, recebem projec¢des diretas de quimiorreceptores periféricos.
Sabe-se que a interacdo entre quimiorreceptores periféricos dos corpos carotideos com 0 RTN,
da-se por meio de neurdnios glutamatérgicos do NTS. Assim, 0s corpos carotideos se
comunicam, via neurotransmissdo glutamatérgica, com a porcdo comissural do NTS que por
sua vez se projeta-se diretamente ao RTN incrementando a resposta ventilatéria ao CO>
(TAKAKURA et al., 2007).

Desta forma, a quimiorrecepcao central e periférica conferem ao organismo respostas
aditivas diante de mudancas nas concentracfes de O, e CO2 e produzem n&o apenas ajustes
cardiorrespiratorios, mas comportamentais, como estimular os estados de alerta e as respostas
de defesa (MARSHALL, 1987; NATTIE, 1999).

Uma vez que 0s quimiorreceptores centrais estdo distribuidos em multiplos sitios no
SNC, é esperado que a resposta as variagdes de Oz e CO> sejam processadas em circuitos de
controle e modulagéo que recebem sinais periféricos, mas também de diferentes regides, como
o hipotalamo, onde estdo os corpos celulares de neurbnios orexinérgicos que serdo descritos na

secdo seguinte.

/] NTS

—l Nervo glossofaringeo ‘

~ | Carétida interna |

Circulo arterial
cerebral

Artéria carotida
interna

Artéria carotida
externa

Artéria carotida
comum

-| Nervo sinus carotideo |

fi ‘ Barorreceptores ‘

\l Corpo carotideo |

-| Artéria cardtida comum I

Figura 2. Representacdo dos quimiorreceptores periféricos localizados no corpo
carotideo. Essa estrutura é inervada pelo sinus carotideo, nervo que se projeta para o0 NTS,
levando informagdes sensoriais dos niveis de O para o sistema nervoso central.

1.3 Neurdnios orexinergicos e quimiossensibilidade central

A quimiorrecepcdo central € uma funcdo complexa que envolve mdltiplas regides
encefalicas. Mais recentemente, 0s neurbnios orexinérgicos, cujos corpos celulares estdo
localizados exclusivamente no hipotdlamo lateral (LH) e na area perifornicial (PFA), tém sido

incluidos na lista de supostos quimiorreceptores centrais ao CO2/pH. Entre os diversos
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neuropeptideos produzidos por esses neurbnios, estdo as orexinas A (OX-A) e B (OX-B)
também conhecidas como hipocretinas 1 e 2. As orexinas sdo produzidas a partir da clivagem
do RNAmM precursor comum para ambas, o pré-pro-orexina, que contém 130 aminoacidos. A
clivagem ou quebra ligagdes peptidicas entre 0s aminoacidos do pré-pro-orexina é o mecanismo
pelo qual sdo produzidos os dois neuropeptideos: (1) OX-A com 33 amino&cidos; 28-66
residuos de aminodcidos, com duas pontes dissulfeto formadas por residuos de cisteina, C6—
C12 e C7-C14 e um residuo de glutamato na porcdo N-terminal e uma amida na por¢do C-
terminal e (2) OX-B com 28 aminoacidos; 69-97 residuos de aminoacidos distribuidos
linearmente, sem pontes dissulfeto. Embora compartilhem 46% das sequéncias de aminoacidos
e a-hélices, as OX-A ligam-se a receptores orexinérgicos do tipo-1 (OX-1R), acoplados a
proteina Gg, ou de maneira menos estavel a receptores do tipo-2 (OX-2R), acoplados a proteina
Gq, Gi, Go e as OX-B exibem maior afinidade pelo OX-2R (DE LECEA et al., 1998; SAKURAI
et al., 1998). Esses receptores, OX-1R e OX-2R, estdo distribuidos por diversas regides no
encéfalo, incluindo expressdo em neurdnios que fazem parte de circuitos monoaminérgicos no
tronco encefalico, como os ndcleos dorsais da rafe, locus coeruleus e nucleo do trato solitario
(HERVIEU etal., 2001; MARCUS et al., 2001; NAMBU et al., 1999). Desta forma, as orexinas
A e B podem atuar diretamente sobre neurbnios que estimulam respostas motoras e
comportamentais, mas também aumentar a excitabilidade de neurdnios que controlam ritmo e
padrbes respiratérios (DIAS; LI; NATTIE, 2008, 2009; HAGAN et al., 1999; LI; NATTIE,
2010; LI; RANDALL; NATTIE, 1999; SUGITA etal., 2014; VICENTE etaal., 2016; YOKOTA
etal., 2016).

O envolvimento das orexinas com a quimiossensibilidade central foi pela primeira vez
evidenciado em 2007 por meio de estudos de camundongos knockout para pré-pré-orexina.
Esses animais, quando expostos a uma mistura gasosa hipercapnica, exibiam uma diminuicao
de 50% na resposta ventilatoria ao CO> durante a vigilia, efeito revertido pela administragdo de
orexinas A e B (DENG et al., 2007). Em seguida, Williams e colaboradores (WILLIAMS et al.,
2007) verificaram que a taxa de disparo espontanea de neurdénios orexinérgicos aumenta devido
variagdes nos niveis de H" e COa.

O mecanismo pelo qual os neurbnios OX podem influenciar a resposta ventilatoria
diante das alteracdes de CO2 e/ou pH ocorre de forma direta, pela atuacao das orexinas em areas
de controle respiratorio, incluindo neurénios pré e pods inspiratérios geradores de ritmo no pré-
Botz (SUGITA et al., 2014; YOUNG et al., 2005) e neurdnios expiratérios no Kolliker-Fuse
(KF) (DUTSCHMANN et al., 2007; YOKOTA et al., 2016); mas também de maneira indireta,
modulando a atividade de sitios quimiossensiveis como: 0 RTN (LAZARENKO et al., 2011),
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0 NTS (SMITH; CONNOLLY; FERGUSON, 2002), os nucleos da rafe bulbar (DIAS; LI;
NATTIE, 2010), e o LC (VICENTE et al., 2016).

Outro aspecto importante na fisiologia dos neurdnios OX é sua relacdo com as variacoes
circadianas de luz (ciclo claro-escuro) e com o estado de vigilancia dos animais (ciclo sono-
vigilia) (LEE; HASSANI; JONES, 2005; MILEYKOVSKIY; KIYASHCHENKO; SIEGEL,
2005; TAKAHASHI; LIN; SAKALI, 2008). Os niveis de orexinas variam ao longo do dia no
fluido cerebrospinal (CSF) (DESARNAUD et al.,, 2004) e no hipotalamo de ratos
(KIYASHCHENKO et al.,, 2002; YOSHIDA et al., 2001) aumentando antes da vigilia,
permanecendo altos durante a fase escura (fase predominantemente ativa do ciclo de luz para
roedores) e diminuindo na fase clara (fase predominantemente inativa do ciclo de luz para
roedores). Isso porque o0s neurbnios OX recebem projecdes indiretas do nucleo
supraquiasmatico (NSQ), um oscilador circadiano ritmico, possivelmente responsavel pelas
diferencas no grau de ativagdo desses neurdnios ao longo do dia (DEBOER et al., 2004). Os
neurbnios OX também atuam na regulacdo do ciclo sono-vigilia (LEE; HASSANI; JONES,
2005) o que pode ser evidenciado por densas projecdes desses neurbnios para nucleos
catecolaminérgicos que promovem vigilia e inibem o sono REM, como o locus coeruleus, 0
ndcleo tuberomamilar, os neurénios colinérgicos do prosencéfalo basal e da ponte (CHEMELLI
etal., 1999; DATE et al., 1999; EGGERMANN et al., 2001) (CHEMELLI et al., 1999; DATE
et al., 1999; DE LECEA et al., 1998) e também os nucleos dorsais da rafe que suprimem a
alternancia de frequéncia entre esses estados (ERIKSSON et al., 2001; LIU; VAN DEN POL,;
AGHAJANIAN, 2002).

Em consonancia com o envolvimento do sistema orexinérgico em fungdes relacionadas
ao ciclo sono-vigilia e claro-escuro, o seu papel na quimiossensibilidade central parece ocorrer
de maneira dependente desses dois ciclos, sendo predominantemente maior durante a vigilia na
fase escura (ativa) do ciclo (DENG et al., 2007; DIAS; LI; NATTIE, 2010; LEE; HASSANI;
JONES, 2005; LI; LI; NATTIE, 2013). Estudos anteriores mostraram que o antagonista dual de
receptores orexinérgicos, o Almorexant, atenuou em 26% a resposta ventilatoria ao CO2 em
animais durante a vigilia e ndo durante 0 sono, mas essa alteracdo ocorreu apenas na fase escura,
ja que na fase clara ndo houve alteracdes em comparacdo ao grupo controle, nem na vigilia,
nem durante o sono (LI; LI; NATTIE, 2013). Além disso, o bloqueio dos receptores OX1-R na
rafe bulbar rostral, por meio da microdialise local do antagonista SB334867, causou reducao de
16% da resposta ventilatoria hipercapnica em ratos acordados na fase escura, mas nao na fase
clara (DIAS; LI; NATTIE, 2010). E importante destacar que a influéncia do ciclo sono-vigilia

na atividade quimiossensivel de grupos de neurbnios ndo € exclusividade dos neurdnios
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orexinérgicos. Estudos prévios demonstraram que a acidificacdo local no RTN aumenta a
ventilagdo em 24% durante a vigilia, mas ndo muda durante o sono (LI; RANDALL; NATTIE,
1999). Na rafe bulbar, a respiracdo aumenta de 15% - 20% apenas durante o sono NREM
(NATTIE; LI, 2001). No NTS caudal, a acidificacdo local aumenta a respiracdo em 16%
durante o sono e 28% durante a vigilia (NATTIE; LI, 2002). Esses dados fortalecem a teoria
atualmente aceita de que a quimiorrecepcao central é uma propriedade que envolve multiplas
regides encefalicas e a predominéncia de cada area pode variar de acordo com as diversas
condic¢des como a fase do ciclo sono-vigilia, nivel de estresse, presenca ou ndo de anestesia,
dentre outras condigdes.

Conex0fes anatdmicas entre neurbnios orexinérgicos localizados no hipotalamo e
neurdnios que regulam o sistema cardiorrespiratdrio, funcGes autondmicas e os estados de
vigilancia na ponte e no tronco encefalico (Figura 3) tém sido amplamente estudadas (ARIMA;
YOKOTA,; FUJITANI, 2019; EGGERMANN et al., 2001; HAGAN et al., 1999; NAMBU et
al.,, 1999; PEYRON et al.,, 1998; SUGITA et al.,, 2014) e, apesar de estudos anteriores
confirmarem a participacdo da neurotransmissdo orexinérgica no RTN e na rafe bulbar no
controle da resposta ventilatéria hipercapnica, permanecia incerto o papel da ativacdo de
receptores orexinérgicos em outros nucleos de controle respiratorio. Nesse contexto, torna-se
evidente que estudar a sinalizacdo orexinérgica em outros nucleos respiratérios pode elucidar
outros mecanismos pelos quais o quimiorreflexo hipercapnico é modulado durante 0 sono e a

vigilia ao longo da fase clara e escura do ciclo de luz.
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Figura 3. Representacdo esquematica das conexdes anatdmicas (setas em
vermelho) entre os neurdnios orexinérgicos localizados no hipotalamo e neurénios que
regulam o sistema cardiorrespiratorio, funces autonémicas e os estados de vigilancia na
ponte e no tronco encefélico. KF: Kolliker-fuse. LC: locus coeruleus. NPB: nucleo
parabraquial. NTS: nicleo do trato solitario. RTN: nucleo retrotrapezoide. OX: orexinérgicos

1.4 Quimiorrecepcao e nucleo tegmental pedunculo-pontino

O nucleo tegmental pedunculo-pontino (NTgPP) localizado na regido rostral da ponte
esta envolvido em mdltiplas fungdes fisioldgicas, como fungdes motoras, fungdes que regulam
do estado de alerta e comportamentos. Dentre as fun¢des nas quais 0 NTgPP esta envolvido,
destaca-se seu papel no ciclo vigilia-sono. Nesse sentido, sabe-se que dentre as populacdes
colinérgicas do NTgPP, existem grupamentos neuroniais distintos que sdo ativados
especificamente durante o sono REM e outras popula¢Ges que sdo seletivamente ativas ndo
apenas durante o sono REM, mas também durante a vigilia (KHANDAY et al., 2016;
KHANDAY; MALLICK, 2015). Além disso, o0 NTgPP também parece estar envolvido com a
regulacao da respiracdo por meio de uma consideravel inervacao colinérgica deste nlcleo para
neurbnios respiratérios da coluna respiratdria ventral incluindo o RTN (ANDERSON;
RAMIREZ, 2017; YASUI; CECHETTO; SAPER, 1990). Foi demonstrado que a estimulacédo
do NTgPP pelo glutamato aumenta a ventilagdo pulmonar em ratos, sendo que esse efeito
parece depender da sinalizacdo colinérgica do NTgPP para a porcdo medial do RTN. Ainda,
tem sido sugerido que as projec6es colinergicas do NTgPP para o RTN sdo importantes para a
modulacéo da respiracdo dependente do estado de alerta (LIMA et al., 2019).

O NTgPP recebe densa inervacao orexinérgica (ARIMA; YOKOTA,; FUJITANI, 2019)

e a sinalizacdo orexinérgica no NTgPP tem sido correlacionada com a regulagdo do sono REM.
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Nesse sentido, foi demonstrado que a estimulacdo quimica da éarea perifornical, onde hd uma
concentracdo proeminente de neurénios orexinérgicos, afeta 0 sono REM e esse efeito foi
evitado pelo bloqueio de OX-1R no NTgPP (KHANDAY; MALLICK, 2015), o que poderia
confirmar o papel da sinalizagcdo orexinérgica nos neurdnios NTgPP, neste caso - durante o
sono REM. Apesar das evidéncias acerca do envolvimento do NTgPP no controle respiratorio
e da importancia da sinalizac&o orexinérgica neste nicleo, na modulacéo do ciclo sono-vigilia,
ndo havia estudos, até o presente momento, que investigassem se as projecdes orexinérgicas
para 0 NTgPP tém algum papel na modulacéo do quimiorreflexo em animais durante o sono ou

na vigilia, ao longo do ciclo diurno.

1.5  Quimiorrecepcao e nucleo do trato solitario

O ndcleo do trato solitario esta posicionado estrategicamente para integrar os sinais dos
quimiorreceptores periféricos e barorreceptores receptores de vias aéreas e vérias aferéncias
sensoriais do sistema nervoso autonomo, incluindo o sistema gastrointestinal (AFFLECK;
COOTE; PYNER, 2012; DE OLIVEIRA et al., 2003; DEAN; PUTNAM, 2010a; FAVERO et
al., 2011; MURPHY et al., 2023; WILLIAMS et al., 2020).

Projecdes reciprocas do NTS sdo encontradas em outros sitios quimiossensiveis, como
0 LC (LOPES et al., 2016), o complexo parabraquial (HERBERT; MOGA,; SAPER, 1990),
RTN (ROSIN; CHANG; GUYENET, 2006; TAKAKURA et al., 2006) o que pode interferir
indiretamente com a atividade do corno anterior da medula espinal de C3 a C5, relacionado
com a origem do nervo frénico (ramos ventrais de C3, com contribui¢cdes de C4 e C5 no plexo
cervical) que inerva o diafragma (DEHKORDI et al., 2004) controlando a respiracdo. Essas
projecdes sugerem que o NTS, além de ser um sitio quimiossensivel (CHITRAVANSHI;
SAPRU, 1995; DEAN; PUTNAM, 2010a; NICHOLS et al., 2009; WANG et al., 2021; YANG;
FERGUSON, 2003) atua promovendo ajustes ventilatorios em resposta a variac@es centrais de
pCO:2 e pH.

Além disso, adjacente ao NTS comissural, estd localizado o nucleo motor dorsal do
nervo vago (DMV). Os neurdnios quimiossensiveis do NTS exibem comunicagdes reciprocas
com o0 DMV (CONRAD et al., 2009; HUANG; ERLICHMAN; DEAN, 1997; MIURA et al.,
1994; MULKEY et al., 2003; SATO; SEVERINGHAUS; BASBAUM, 1992), recebem
aferéncias de quimiorreceptores periféricos e sdo importantes no controle da funcgéo
cardiovascular (ANDRESEN; PETERS, 2008; DEGTYARENKO; KAUFMAN, 2006). Além
disso, 0o DMV promove depressao do nodo sinoatrial levando a uma diminuicdo da frequéncia

e forca de contracdo cardiacas via nervo vago (CHENG et al., 1999). Assim caracterizado, 0
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nacleo do trato solitario (NTS) é um importante nicleo sensorial do bulbo dorsal, e 0s neur6nios
de segunda ordem na regido caudal recebem informagdes cardiovasculares e respiratdrias da
periferia (DEAN; PUTNAM, 2010; TAKAKURA et al., 2006).

Complementar a isso, projecGes orexinérgicas também sdo encontradas no nucleo
caudal do tronco cerebral do trato solitario e na area postrema (PEYRON et al., 1998). A
orexina — A administrada nessas regides aumenta o comportamento alimentar e a motivagéo
para recompensa alimentar com racdo padrdo para roedores, dieta rica em gordura e solugdes
de sacarose (BAIRD et al., 2009; KAY et al., 2014; PARISE et al., 2011; ZHENG;
PATTERSON; BERTHOUD, 2005), enquanto o antagonismo de OX-1R com SB-334867
suprime essas respostas (KAY et al., 2014; PARISE et al., 2011). Outros estudos demonstraram
papel OX-1R do NTS na sensibilidade a nutrientes no trato gastrointestinal e na inibicdo do
reflexo de degluticdo (KOBASHI et al., 2014; WILLIAMS et al., 2020).

Além disso, estudos sobre os efeitos da OX-A em neurdnios do NTS através da
combinacdo de ferramentas farmacoldgicas e técnicas de patch-clamp também demonstraram
gue a OX-A, agindo no NTS, aumenta a pressao arterial e a frequéncia cardiaca (SMITH;
CONNOLLY; FERGUSON, 2002), induz a ativacdo da proteina Fos dos neurdnios do NTS
(DATE et al., 1999), e aumenta a despolarizagdo por meio da ativagdo de canais que aumentam
a condutancia catiénica ndo seletiva (NSCC) e da inibicdo de uma corrente sustentada de
potassio (IK) (YANG; FERGUSON, 2003; YANG; SAMSON; FERGUSON, 2003).

No que diz respeito as aferéncias respiratorias ao NTS, evidéncias tém mostrado que as
informagdes sobre alteragdes na pCO- convergem preferencialmente para um grupo distinto de
neurdnios localizados nos subndcleos comissurais do NTS (NTSc) (BRAGA; MACHADO,
2006; FURUYA etal., 2020; HAIBARA et al., 1995; MACHADO; BONAGAMBA, 2005).De
fato, foi demonstrada a distribuicdo de neurdnios orexinérgicos imunorreativos, bem como de
MRNA de receptores orexinérgicos no NTSc (HERVIEU et al., 2001; SAKURAI et al., 1998),
mas a possibilidade da ativagdo de OX-R1 no NTSc contribuir para o quimiorreflexo
hipercépnico ainda ndo tinha sido investigada.

Para delimitar nosso estudo envolvendo NTS, voltamos a nossa atengéo para a regido
caudal, uma vez que os estudos demonstram que essa regido € mais quimiossensivel que a
rostral. No NTS caudal, a acidificacdo local aumenta a ventilagdo em 26% durante a vigilia e
16% durante o sono NREM, enquanto no NTS rostral regido, a acidificagdo local aumenta
apenas a ventilacdo em 11% durante a vigilia e 7% durante o sono NREM (NATTIE; LI, 2002).
Assim, no presente estudo focamos na regido caudal e, preferencialmente, no subnucleo

comissural onde estdo localizados neurénios que aumentam as taxas de disparos em resposta a
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acidificacdo (CHITRAVANSHI; SAPRU, 1995; NATTIE; LI, 2002) e neurdnios colinérgicos
gue modulam a resposta dos nervos hipoglosso e abdominal durante a hipercapnia (FURUYA
et al., 2020).

1.6 Neurdnios orexinérgicos sdo quimiossensiveis?

O envolvimento de regides do tronco encefalico nas respostas ventilatérias ao CO> é
amplamente estudado e ha propriedades com relacdo a sua funcao no equilibrio acido-base bem
caracterizadas. A quimiorrecep¢do integra respostas de geradores de ritmo e de padrédo
respiratorios e dependente dos estados de vigilancia do animal. No contexto de doencas onde
existe disfuncdo em mecanismos ventilatérios de compensacdo durante o sono, entender a
combinacdo dos efeitos entre os sitios encefalicos que participam da modulacdo durante as
respostas ao CO> pode responder questionamentos no que diz respeito ao funcionamento da
quimiorrecepcao central, como por exemplo: — Qual a participacdo do hipotalamo, regido
importante no funcionamento do organismo ao longo do ciclo sono-vigilia, na circuitaria
envolvida na modulacéo da resposta ventilatéria ao CO,? Essa modulacdo depende do estado
de vigilancia dos animais ou da fase ativa do ciclo de luz? As doengas envolvendo disfungéo
no sistema orexinérgico, como narcolepsia, estabelecem alguma relacdo com a falha de
mecanismos ventilatorios em resposta ao COz?

Como quimiorreceptores centrais, 0s neurdnios OX tém se mostrado capazes de detectar
CO. e facilitar as respostas ventilatérias porque modulam a atividade de neurbnios que
controlam a frequéncia, o volume corrente e, assim a ventilagdo por minuto (DENG et al., 2007;
TERADA et al., 2008). Nesse sentido, também foi demonstrado que, quando aplicadas no
nacleo pontino Kolliker-Fuse, na regido do pré-BotC e nacleo frénico, as orexinas aumentam a
frequéncia respiratdria e facilitam a permeabilidade das vias areas superiores (DUTSCHMANN
et al., 2007), aumentando a taxa de disparo do nervo frénico e, consequentemente, a atividade
do diafragma (LIU et al., 2010). E também, a expressao da proteina Fos em neurdnios OX
expostos a CO durante a fase clara e escura do ciclo diurno (DA SILVA et al., 2022;
SUNANAGA et al., 2009) € um forte indicativo de que esses neurénios sao capazes de detectar
variagdes de pCOa.

Assim, tais evidéncias sugerem que neur6nios OX sdo ativados por CO2/H" e estimulam
mecanismos respiratorios para correcdo desses parametros. Entretanto, a quimiorrecepcao
hipotaldmica ainda € pouco investigada e os mecanismos moleculares responsaveis pela

detecgédo do pH/CO2 ainda ndo foram confirmados.
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O estudo que até 0 momento mais se destacou no sentido de buscar responder essas
questBes, isto €, se 0s neurbnios OX sdo intrinsicamente quimiossensiveis e quais 0S
mecanismos moleculares envolvidos, foi o estudo de Williams e colaboradores (WILLIAMS et
al., 2007) que avaliou a taxa de disparo espontanea de neurénios orexinérgicos em condicdes
de alto CO; e/ou H*, sendo observado que a atividade desses neurdnios ¢ afetada por alteracdes
de H* e de CO2 no meio extracelular. Entretanto, a atividade desses neurénios em resposta ao
aumento de CO> (10%) foi medida nas seguintes condi¢des: (1) condi¢bes de anoxia (2) na
auséncia de grupo controle (CO2 - 5%) para fins de comparagdo com altas concentragdes de
CO2 (10%), (3) na auséncia de bloqueadores sindpticos, 0 que, em certa medida é alvo de
inimeros questionamentos acerca da capacidade intrinseca desses neurdnios despolarizarem
em resposta ao CO. Dessa forma, a segunda parte do presente estudo, realizada durante estagio
de doutorado sanduiche no laboratério do Dr. Daniel Mulkey, nos EUA, nds testamos a
sensibilidade dos neurdnios orexinérgicos ao CO3, considerando que independente do oxigénio,
esses neurbnios sdo quimiossensiveis. Os nossos questionamentos foram: — Neurdnios
orexinérgicos sdo intrinsicamente sensiveis ao CO2? Se sim, essa atividade depende dos niveis
de O2? Além disso, nds decidimos focar nossa atenc¢do ndo apenas em neurdnios do hipotalamo
lateral (LH), mas também da area perifornicial (PFA), considerando a abundancia de corpos
celulares de neurdnios orexinérgicos nessa regido e o papel diferencial de subtipos de neurénios
OX nesses nucleos distintos (LH e PFA).

1.7 Objetivos

A presente tese esta dividida em dois estudos principais:

O Estudo N°1, intitulado: “Participacdo da orexina-A no nucleo comissural do trato
solitario e nucleo tegmental peddnculo-pontino na resposta ventilatéria ao CO,” teve como
objetivo geral testar a hipotese de que 0s neurbnios orexinérgicos modulam a atividade de
neurdnios do NTS caudal/comissural e do nucleo tegmental peddnculo-pontino durante o
quimiorreflexo central em ratos acordados e/ou dormindo nas fases clara e escura do ciclo de
luz. Os objetivos especificos foram:

(1) testar o efeito da microdialise de antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1
no subndcleo comissural do NTS (NTSc) durante normocapnia hiperoxica (0% CO2 - 93% O>)
e hipercapnia hiperéxica (7% CO- - 93% O>);
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(2) testar o efeito da microdiélise de antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1
no nucleo tegmental peddnculo-pontino (NTgPP) em condic¢Bes de normocapnia e hipercapnia
(7% COy);

(3) determinar se os possiveis efeitos observados variam de acordo com o ciclo vigilia-

sono ou de acordo com o ciclo de luz.

O Estudo N°2, intitulado: “Sensibilidade de neur6nios orexinérgicos ao CO2/H*” teve
como objetivo geral testar a hipotese de que 0s neurbnios orexinérgicos respondem
intrinsicamente ao CO- independentemente dos niveis de Oz, 0 objetivo especifico foi:

(1) avaliar o efeito do aumento dos niveis de CO2 na taxa de disparo de neurbnios

orexinérgicos em condi¢des de hiperdxia e anoxia.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Estudo N°1: “Participagdo da orexina-A no nucleo comissural do trato

solitario e nucleo tegmental pedunculo-pontino na resposta ventilatoria ao CO2”

2.1.1 Aprovacao pelo comité de ética

Todos os procedimentos usando animais foram realizados de acordo com os principios
e regulamentacdo de animais em experimentacdo estabelecidos pelas diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA - Brasil) e aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias de Botucatu — SP (ndimero
do protocolo CEUA: 6766090620).

2.1.2 Animais

Ratos machos Wistar adultos (90 — 120 dias / 250 — 400 g) foram mantidos em caixas
com livre acesso a agua e racdo em ambiente com temperatura controlada (23 £ 2°C) sob
condigdes de 12 h de ciclo claro-escuro. Os animais foram separados randomicamente em duas
salas diferentes (1) sala de ciclo regular ou fase clara, onde as luzes da sala se acendiam as 7 h

e (2) sala de ciclo invertido ou fase escura, onde as luzes se acendiam as 15 h.
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2.1.3 Cirurgia

Os animais foram posicionados inicialmente em decubito dorsal em um estereotaxico
(David — Kopf, Tujunga, CA, EUA) acoplado a sistema de anestesia inalatoria digital
(Bonther®) com vaporizador que distribuiu 2 - 4% de isoflurano em oxigénio a uma taxa de
aproximadamente 0.6 L/minuto. Verificadas a auséncia de reflexo de retirada de pata, iniciava-
se a tricotomia na regido abdominal e esterilizagdo da regido mediana com alcool 70% e iodo
para implante do dispositivo de registro de temperatura corporal na cavidade peritoneal -
(SubCue Dataloggers, Calgary, Canada). Apos sutura e limpeza da regido com solugédo
antisséptica de digliconato de clorexidina a 2%, o animal foi posicionado em decubito ventral
para implante da cénula-guia de microdialise. Apos tricotomia da regido dorsal da cabeca, a
mesma foi esterilizada com alcool a 70% e iodo e uma inciséo longitudinal foi feita na pele e
tecido subcutaneo, expondo-se a calota craniana. Em seguida, a torre do estereotaxico foi
posicionada e as coordenadas calculadas, sendo determinado o ponto de introducdo para
implante da canula-guia de microdialise (CMA11; Microdialysis AB, Estocolmo, Suica). Foi
feito um orificio na calota craniana com o auxilio de uma broca odontolégica esférica, sendo
introduzida, através desse orificio, a cAnula-guia, cuja extremidade inferior ficava 1 mm acima
da superficie dorsal dos nucleos-alvo: nicleo comissural do NTS (NTSc) e nucleo tegmental
pedinculo-pontino (NTgPP), segundo o Atlas Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON,
2004). As coordenadas para NTSc foram: antero-posterior (AP) = -13.5 até -14 mm; médio-
lateral (ML) = 0.1 mm a partir do bregma e - 8.4 até -8.6 mm acima da superficie do cranio a
um angulo de 10° e, para o NTgPP foram: (AP) =- 6.7 mm; (ML) = - 1.7 mm a partir do bregma
e - 6.2 mm acima da superficie do cranio. Para os registros de eletroencefalograma, trés
eletrodos de aco inoxidavel foram posicionados na superficie cortical do cranio na regido frontal
direita 2 mm anterior ao bregma e 4 mm anterior ao lambda e 2 mm da linha média lateral do
cortex parietal direito; um terceiro eletrodo (terra) posicionado do lado esquerdo entre o
eletrodo frontal e parietal. Para os registros de eletromiograma, um par de eletrodos foi inserido
profundamente na parte dorsal do pescoco, no musculo cervical. Os fios dos eletrodos foram
unidos e posicionados sobre a pele, fixados em um pedestal de plastico usado como soquete.
Esse soquete foi centralizado no cranio e fixado com cimento acrilico odontolégico. Como
medida profilatica pos-cirdrgica foi administrado solugdo injetdvel de antibiotico
(Benzilpenicilina 0.2 ml — 1.200.000 U) e de analgésico Banamine® (0.1 mL/1).
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2.1.4 Solucdes de dialise

Como solucdo veiculo foi utilizado fluido cerebrospinal artificial (aCSF) (pH 7,4)
equilibrado com 5% de CO> e de composicdo (em mM): 2.1 magnésio, 2.2 calcio, 3 potéssio, 5
dextrose, 26 bicarbonato, 131 cloreto e 152 s6dio. Apos equilibrar a solugdo com 5% de CO>
em temperatura ambiente foi adicionado célcio (250 mM). Como solugédo de tratamento, foi
utilizado o antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1 (OX-1R), SB-334867 (Sigma, St.
Louis, MO, USA) de concentracdo 5 mM Primeiramente, o SB-334867 foi dissolvido em
solugdo de DMSO (4%) que entdo foi diluida em solucéo de aCSF contendo 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina (35 %).

2.1.5 Microdialise

As solucBes (veiculo e tratamento) foram administradas nas regides encefélicas de
interesse a uma taxa de 4ul/min por uma bomba de dialise (Pump 11 Elite; Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA). As canulas de microdialise utilizadas (eixo de aco inoxidavel de 11 mm)
possuem uma membrana de poliacrilonitrila de extremidade de 1 mm (0.34 mm diametro
externo), a qual permite a difusdo local de moléculas menores de 6000 Da (CMA 11
Microdialysis Probe - AB, Estocolmo, Suica) nas regides alvo estudadas: ndcleo tegmental
peddnculo-pontino ou nacleo comissural do trato solitario (Figura 4).

Caudal

Figura 4. Representacdo esquematica da canula de microdialise posicionada na
regido caudal do nucleo do trato solitario. Em maior aumento a direita esta representado a
membrana de trocas, por onde ocorre a difusdo das substancias para o meio.
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2.1.6 Determinacao da ventilagdo pulmonar

Medidas de ventilagdo foram realizadas usando um sistema de pletismografia de corpo
inteiro tal como realizado em estudos prévios do nosso laboratério (DA SILVA et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2019) e, como metodologia ja estabelecida para medidas de ventilacéo
pulmonar (BARTLETT; TENNEY, 1970; JACKY, 1978). Inicialmente, os animais foram
colocados dentro de um camara de pletismografia (volume: 5 L) por pelo menos 1 h para o
periodo de aclimatacdo. Dentro da caixa, o fluxo de ar total de entrada (2 L) foi controlado por
um misturador de gases (Pegas 4000F, Columbus Instruments, Columbus, OH, USA) e o fluxo
de saida ajustado por uma bomba de despressurizagdo a vacuo acoplada a um compressor
(Prismatec 131 2VC - Lubrificada a 6leo - 38 L/min - 695 mmHg).

O protocolo experimental consistiu em 30 minutos de condic¢Ges basais e 40 minutos em
condicdes hipercapnicas durante microdialise de veiculo, seguido 30 minutos de condicdes
basais e 40 minutos em condicBGes hipercapnicas durante microdialise do tratamento. As
condi¢Bes normocapnicas (a) e hipercapnicas (b) para o grupo de experimentos realizados
durante microdialise no NTSc foram: (a) 0% COz - 93% Oz ou 0% CO2- 50% O: - N2 balanco
e (b) 7% CO2- 93% O20u 7% CO2- 50% O2 - N2 balanco, respectivamente. Enquanto para o
grupo de experimentos realizados durante microdialise no NTgPP foram: (a) 0% CO2, 21% O,
N2 balanco e (b) 7% CO», 21% O, N2 balanco. As oscilagbes de pressdo devido a respiracdo
foram monitoradas por um transdutor de pressédo (TSD 160A, Biopac Systems, Santa Barbara,
CA) e os sinais de frequéncia (kHz) introduzidos em um transdutor diferencial de pressdo de
pressdo (DA 100C, Biopac Systems), transmitidos para um conversor analdgico digital e
digitalizados em um microcomputador equipado com um software para aquisicdo dos dados
(MP100A - CE, Biopac Systems). Os resultados foram analisados usando o software
Acknowledge (v. 4.2.3 data acquisition system, Biopac Systems) e o volume corrente (VT) a
frequéncia respiratoria foram calculados a cada intervalo de 5 min de oscilacdo de pressdo
inspiratdria, usando a formula apropriada descrita por Drorbaugh e Fenn (DRORBAUGH, J.E.,
FENN, 1955):

V1=VKX (PT/Pk) X Tcx (PB—-PC)/Tcx (PB-PC) - TA x (PB - PR)

Onde:

PT: deflexdo de pressao associada a cada VT;

PK: deflexdo de presséo associada a inje¢cdo do volume de calibragéo (Vk);

TA: temperatura do ar na cdmara do animal

PB: pressdo barométrica

Pc: pressao de vapor de agua na camara do animal
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Tc: temperatura corporal

PR: presséo de vapor da dgua associada a Tc

A ventilacdo foi calculada como o produto do fR e do VT que sé@o apresentados sob
condicBes de pressdo barométrica ambiente, em Tc e saturado com vapor d’agua (BTPS). A Pc
foi calculada indiretamente por meio de tabela apropriada. A calibragéo para o volume de ar foi

obtida a cada experimento pela injecdo de ar com uma seringa de 1 mL na camera vedada. A

v e foi obtida pelo produto de VT e frequéncia respiratoria.

2.1.7 Protocolo experimental

Considerando que o nosso objetivo foi avaliar a ventilacéo ao longo do ciclo diurno dos
animais, os experimentos foram realizados em fases diferentes: fase clara e fase escura em
animais diferentes. Apds 7 dias da cirurgia, os animais que foram mantidos no ciclo regular de
luz foram submetidos a experimentos realizados entre 9 h - 13 h (fase clara — inativa do ciclo
de luz). Os animais mantidos no ciclo invertido foram submetidos a experimentos realizados
entre 9 h -13 h (fase escura — ativa do ciclo de luz). Os protocolos realizados nesses animais
ocorrerdo ap06s adaptacdo em ciclo parcialmente invertido de luz por pelo menos duas semanas.
Os animais foram trazidos do biotério, onde ficam alocados para recuperacdo da cirurgia, e
gentilmente posicionados no aparato estereotaxico acoplado ao sistema de anestesia inalatoria
para breve efeito anestésico. Esse procedimento de duracdo de aproximadamente e no maximo
5 minutos, teve a finalidade de: (1) inserir a canula de microdialise na canula-guia com o0 menor
risco possivel de quebrar a delicada extremidade da canula na ocorréncia de um movimento
inesperado do animal; (2) conectar os cabos de eletroencefalograma (EEG) e eletromiograma
(EMG); (3) testar o funcionamento do sistema de microdialise atenuando o estresse ao animal.
Logo apds o término desses procedimentos iniciais, a anestesia inalatoria era interrompida e os
animais acordavam logo em seguida.

Os animais foram entdo colocados dentro da camara de pletismografia permanecendo
de 60-90 minutos em condi¢des normocapnicas, com microdialise de veiculo, sem registros de
qualquer medida para aclimatacdo. Apds esse periodo, o registro do experimento comecava. As
medidas obtidas durante o experimento foram: ventilacdo, EEG, EMG e temperatura corporal
obtida pelo datalogger implantado na cavidade peritoneal durante a cirurgia. Além disso,
utilizando um termossensor dentro e fora da camara (modelo HH801B; Spectris, Brasil)

verificamos a cada momento de registro as temperaturas para manté-las entre 24 + 25°C.
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Inicialmente, todos os registros foram feitos em condi¢Ges normocépnicas por 30 minutos
durante microdialise de veiculo. Apds esse periodo, a mistura gasosa foi alterada de 0% para
7% de CO2 e as medidas foram feitas por mais 40 minutos. Apos isso, a cdmara foi aberta, a
camara ventilada com mistura gasosa normocapnica e a bomba a vacuo permaneceu ligada para
remocao do ar com 7% de CO, na camara. Esse procedimento durou de 30-45 minutos para
restabelecer as condi¢cBes normocapnicas na cdmara e entdo a solucdo de dialise (veiculo) foi
substituida pelo tratamento (SB-334867). O protocolo foi repetido no mesmo rato e pode ser

resumidamente exemplificado nas figuras 5, 6 € 7 que seguem:

Microdialise de veiculo (aCSF)

60 min (aclimatagio) 30 min—Arambiente 40 min - 7% CO,
T 1

A 4

Microdialise de antagonista de receptor orexinérgico do tipo 1 (SB-334867)

40 min (retorno as
condigdes basais) ; 30min—Arambiente 40 min - 7% CO, N
1 1 4

Figura 5. Representacdo esquematica do protocolo experimental realizado durante
microdialise de veiculo (grupo controle) seguida da microdialise de antagonista de receptores
orexinérgicos do tipo 1 (grupo tratado) no NTgPP em condi¢cBes normocapnicas e
hipercapnicas. Ar ambiente: (21% de O2; N2 balanco).

Microdialise de veiculo (aCSF)

60 min (aclimatagio) y 30 min—0% CO,—-93%de O, , 40 min— 7% CO,— 93% de O,

L] 1 »

Microdialise de antagonista de receptor orexinérgico do tipo 1 (SB-334867)

40 min (retorno as
condigdes basais)  y 30 min—0% CO,—-93%de O, 5 40 min—7% CO,—93% de O,

L] | | hd

Figura 6. Representagdo esquematica do protocolo experimental realizado durante
microdialise de veiculo (grupo controle) seguida a microdialise de antagonista de receptores
orexinérgicos do tipo 1 (grupo tratado) no NTSc em condi¢es normocapnicas e hipercapnicas.
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Microdialise de veiculo (aCSF)

60 min (aclimatagio) | 30 min—0%CO,-50%de O, , 40 min- 7% CO,—-50% de O,
Ll 1

v

Microdialise de antagonista de receptor orexinérgico do tipo 1 (SB-334867)

40 min (retorno as
condigdes basais) { 30min—0% CO,-50%de O, 4 40 min—7% CO,—50% de O,
1

Y
v

Figura 7. Representacéo esquematica do protocolo experimental realizado durante
microdialise de veiculo (grupo controle) seguida da microdialise de antagonista de receptores
orexinérgicos do tipo 1 (grupo tratado) no NTS caudal em condigBes normocépnicas e
hipercéapnicas.

2.1.8  Andlise histoldgica

Ao final de cada experimento, sob anestesia com injecdo de mistura de anestésico
contendo xilazina (0.5 mg/mL) e cetamina (25 mg/mL) os ratos foram submetidos a perfuséo
transcardiaca com o auxilio de uma bomba peristaltica (Masterflex; Cole Parmer International,
Vernon Hills, IL, USA) e o encéfalo foi removido e inserido em solucdo de sacarose a 30%
(S8501 — Sigma Aldrich). Apo6s 72 h, os encéfalos foram congelados e entdo seccionados
coronalmente no criostato de congelamento (Reichert-Jung). Os cortes obtidos foram
posicionados de maneira ordenada com orientacdo de caudal para rostral em laminas
gelatinizadas. Apds secagem das laminas contendo os cortes, esses foram corados pelo método
de coloracdo de Nissl (Cresil-violeta). Os cortes foram observados ao microscépio de luz
(Leica DM500) e os sitios anatdmicos de referéncia para anélise da regido foram identificados
usando o Atlas para encéfalo de rato (PAXINOS GEORGE, 2004).

2.1.9 Analise do eletroencefalograma e eletromiograma

A atividade cortical espontanea medida continuamente ao longo do experimento, nos
permitiu associar a cada momento de ventilacdo os estados de vigilancia dos animais. As
oscilacdes do eletroencefalograma representam a atividade elétrica de um grupo de neurénios
em pontos especificos do cortex cerebral em determinado intervalo de tempo. Em encéfalos
saudaveis em animais acordados, observa-se que amplitude do sinal varia de 75 mV a 100 mV
(GEVINS; SMITH, 2006). Essa variacdo origina-se a partir de oscilacdoes ritmicas de
frequéncia de 1- 40 Hz podendo alcancar picos de 100 Hz (SCHOMER; LOPES DA SILVA,
2017). Uma vez que € extensa, essa faixa de frequéncia de oscilagdes pode ser dividida em: (a)
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ritmos alfa (8—-13Hz) que indicam estados de vigilia relaxada com alta amplitude em areas do
lobo occipital e nesse estagio o animal permanece de olhos abertos, e, embora alguns estudos
correlacionem esse tipo de oscilagdo como inativacdo cognitiva (PFURTSCHELLER;
STANCAK; NEUPER, 1996) ha estudos que indicam que nesse tipo de ritmo existem
diferentes formas de processamento sensorio-motor (KLIMESCH, 1999; NIEDERMEYER,
1997; PFURTSCHELLER; NEUPER; KRAUSZ, 2000); (b) ritmos beta (13-30Hz), conhecido
como ritmos de baixa voltagem e alta frequéncia que indica concentragéo, excitacdo, ansiedade,
movimentacao e alerta. Esse tipo de ritmo marca atividade sensorial e motora que observamos
durante a vigilia (PFURTSCHELLER; LOPES DA SILVA, 1999); (c) ritmos gamma (30-100
Hz) que ocorrerem durante a integracdo de varios estimulos, coerentes com os estados
atencionais e de percepcdo , entretanto com baixa amplitude de 1- 2 mV (HUGHES, 2008); (d)
ritmos delta (abaixo de 1-4Hz) sdo observados durante os estados de inconsciéncia, e (e) ritmos
theta (4-10 Hz) associados com estagios do sono, sonoléncia e meditativos (CAHN; POLICH,
2006). Durante o sono NREM, o EEG mostra oscilagdes crescentes e decrescentes (12 — 15
Hz), de ondas com alta amplitude. A medida que as fases do sono seguem, aumentam-se as
ondas de baixa frequéncia 0.5-4.5 Hz, conhecidas como ondas lentas. Assim caracterizadas, as
ondas lentas ou também chamadas de ondas de baixa atividade sdo um importante marcador do
sono NREM.

Por outro lado, o sono REM ¢ caraterizado por ondas de frequéncia similares as ondas
de vigilia onde observa-se ritmos alfa, beta e gama, mas foram distinguidos dos estados de
vigilia pela presenca de eventos fasicos de perda de tdnus muscular.

Assim, além dos registros de eletroencefalograma utilizados para distinguir os estados
de sono e vigilia, associamos esses estados aos comportamentos do animal. Durante a vigilia,
por exemplo, foi possivel observamos comportamentos que indicam movimentacdo, 0s quais
podem ser evidenciados pela presenca de atividade muscular registrada por meio dos eletrodos
posicionados na regido do muasculo do pesco¢o. Desta forma, os registros de eletromiograma
foram complementares a identificagdo de sono e vigilia baseados na analise comportamental e
na andlise de atividade cortical. Em todos os registros a presenca de tonus muscular indicou que
o eletrodo estava posicionado na regido muscular, entretanto a distin¢do entre sono e vigilia, foi

feita a partir da variacdo de amplitude do sinal (50 - 100 mV).
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2.1.10 Dados e anélise estatistica

O software Lab Chart 8 (AD Instruments, Bella Vista, NSW, Australia) foi utilizado para
as andlises de ventilacdo, atividade cortical e atividade muscular do pescoco ao longo do
experimento, sendo os valores de ventilacdo correspondente a cada trecho analisado separadas
em planilhas do Excel a cada 5 minutos. As analises estatisticas foram realizadas usando o
software do programa GraphPad Prism5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). As
respostas ventilatdrias entre os grupos foi considerada pela ANOVA de duas vias seguida do
pos-teste de Bonferroni. Os valores reportados como desvio padrdo da média (+ SD) e nivel de

significancia considerado P < 0.05.

2.2 Estudo N°2: Sensibilidade de neurdnios orexinérgicos ao CO2/H*

2.2.1 Aprovacao pelo comité de ética

Os procedimentos envolvendo camundongos foram realizados de acordo com as
diretrizes fornecidas pelo Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) (Protocolo
A22 — 049) — Universidade de Connecticut — EUA.

2.2.2 Animais

Camundongos transgénicos para GFP (eGFP) sob o controle do promotor pré-pro-
orexina foram mantidos em um ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 7h) e tiveram
livre acesso a comida e agua sob os Servigos de Cuidado Animal da University of Connecticut
- EUA.

2.2.3 ldentificacdo e genotipagem de camundongos transgénicos

Camundongos transgénicos (machos e fémeas) foram criados, identificados por
tatuagem e genotipagem (métodos PCR — em anexo) realizada utilizando DNA de bidpsia de
cauda (7 dias pés-natal). Camundongos transgénicos para GFP (GFP™) nos forneceram um
marcador confiavel de neurdnios e nos permitiram identificar alvos especificos: neurbnios

orexinérgicos.

2.2.4  Preparacao de fatias encefélicas de camundongos transgénicos
Os animais (14 - 25 dias) foram anestesiados com isoflurano (vaporizador) e mistura de

cetamina/xilazina, seguida de decapitacéo rapida. O diencéfalo foi removido e submerso em
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aCSF (solugéo extracelular) equilibrado com mistura gasosa 5% CO: - 95% O,. Cortes coronais
(250 um) contendo a regido que compreende o hipotalamo lateral e a &rea perifornical foram
obtidos por um vibratomo (Leica VT1200), iniciando-se pelo nucleo mamilar medial e
estendendo-se rostralmente 3 mm. Os cortes permaneceram por pelo menos 1 h em temperatura

ambiente em aCSF equilibrado com uma mistura gasosa 5% CO3 - 95% Ox.

2.2.5 Solugoes extracelulares e intracelulares

- Solugéo extracelular (“banho”): tamponada com bicarbonato (mM): 125 NaCl, 2,5
KCI, 2 MgCly, 1,2 NaH2PO4 e 26 NaHCO3 foram borbulhados com 5% de CO2 (95% de N2)
ou 10% de CO2 (90% de N2) pHe valores de 7.39 e 6.9, respectivamente ( £22°C).

- Solucdo intracelular (“pipeta”): K-gluconato (mM): 120 K-gluconato, 10 KClI, 0,1
EGTA, 10 Hepes, 4 KoATP, 1 Na2ATP e 2 MgCl, (pH 7.3). Todos os produtos quimicos
fornecidos pela Sigma—Aldrich — EUA.

2.2.6  Registros das taxas de disparos de neurdnios - configuracéo Cell- attached
— com voltagem fixa

Capilares de vidro de borosilicato (usualmente chamados de “pipetas”) (Harvard
Apparatus, Molliston, MA) preparados em um puller com dois estagios de estiramento tinham
resisténcias de ponta de 5-7 MQ (P-97; Sutter Instrument, Novato, CA, EUA) foram
preenchidos com solucdo interna de K-gluconato e mantidos em gelo até o momento dos
registros. Antes dos registros, as fatias de um hemisfério contendo a regido-alvo foram
identificadas usando um microscopio vertical (Olympus BX5.1W1) equipado com lente Optica
de gradiente infravermelho, uma lampada e filtros. Os principais pontos de referéncia
considerados para identificar a regido foram: fornix, capsula interna e trato mamilotalamico
usando as imagens vistas ao microscopio e comparando-as com o Atlas de Paxinos e Watson
(2005). Fatias individuais imobilizadas com uma grade de ancoragem feita de arame achatado
foram colocadas em uma cdmara perfundida com solucéo de extracelular equilibrada com 5%
C0O2/95% O> (pH 7.4 - 22°C) a £3 ml/min. Uma vez que a regido-alvo estava sob ampliagéo de
10X, a area foi verificada em maior aumento (40X) para selecionar um neurénio individual
positivo para eGFP do LH ou PFA. A pressdo positiva foi mantida na pipeta até a ponta atingir
um neurénio. Em seguida, uma breve succéo foi aplicada a pipeta para romper a membrana e
uma pressdo negativa foi aplicada a pipeta para obter uma vedagdo em giga-ohm (“selo”).

Alcangado o selo, imediatamente apds verificagdo da configuragdo “cell-attached” no painel
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do sistema de aquisi¢cdo de dados que mostra variacéo de até -100 mV de corrente no meio, e,
demonstrada atividade espontanea no neurdnio, o protocolo se iniciava. Primeiramente, com
exposicdo de 5 minutos a aCSF equilibrado com 5% CO2/95% O (pH 7.4), seguido por: (1)
exposicao de 5 minutos a aCSF equilibrado com 10% C02/90% O> (pH 6.9) e (3) 5 minutos de
exposicdo a aCSF equilibrado com 5% C0O2/95%0,. Depois de recuperados o nivel basal de
atividade em aCSF equilibrado com 5% de C0O2/95% de O, o protocolo foi entéo repetido no
mesmo neurdnio, como segue: (1) exposicdo de 5 minutos a aCSF equilibrado com 5% de
C02/95% de N2 (2 ) exposicdo de 5 minutos a aCSF equilibrado com 10% de CO2/90% de N>
(pH 6,9) e (3) exposicdo de 5 minutos a aCSF equilibrado com 5% de CO2/95% de N». Todos
os registros de neurdnios GFP* foram feitos com voltagem fixa voltage-clamp de -50 mV com
um amplificador Axopatch 200B patch-clamp, digitalizados (Digidata 1322A A/D) convertidos
e registrados usando um software (p)CLAMP 10.0).

2.2.7 Administracédo de drogas

Ao final de alguns protocolos experimentais realizados em condi¢fes de andxia, para
examinar a capacidade quimiossensivel intrinseca dos neurdnios orexinérgicos aplicamos um
“coquetel” de inibidores sinapticos na solucdo extracelular: blogueador de receptores:
glutamatérgicos (CNQX - 125 uM - antagonista competitivo do receptor AMPA/kainato)
GABAérgicos (Gabazina - 50 uM - antagonista dos receptores GABAA) e glicinérgicos
(estricnina — 25uM- inibidor de receptores pos-sindpticos), todos fornecidos pela Sigma—
Aldrich — EUA. Esse coquetel foi preparado utilizando as solucdes de cada droga de
concentragOes conhecidas que estavam individualmente armazenadas em freezer — 80°C, e a
solucdo extracelular, segundo célculos para concentracdo descrita, misturando-as até

homogeneizacao.

2.2.8  Anélise de dados

Para determinar a taxa de disparo de um neurénio, obtivemos imagens contendo além
dos tracados todos os valores brutos da taxa de disparo em cada registro (4xon™pCLAMP™
10 Electrophysiology Data Acquisition/Analysis e Clampfit Axon pClamp). Segmentos de
tracados de taxa de disparo com valores brutos foram copiados para planilhas do Microsoft
Excel e a resposta eletrofisioldgica foi determinada para cada parte das gravacOes e
quantificada. Dividimos a resposta em neurdnios orexinérgicos cuja taxa de disparo: (1)

aumentou (2) diminuiu e (3) ndo mudou.
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Os testes exatos de Fisher foram utilizados para comparar diferencas entre as
porcentagens de neur6nios que respondem a variagdes nos niveis de Oz e/ou CO,. Para testar a
diferenca entre as médias, usamos o teste t de Student. Todos os valores séo relatados como
médias £ SE. Testes t pareados foram utilizados para comparar diferencas entre médias com
nivel de significancia de P < 0.05. As diferencas entre trés ou mais médias foram determinadas
por ANOVA de dois fatores. Se existissem diferencas significativas, entdo comparagdes
maultiplas eram feitas usando o método de Tukey com um nivel de significancia de P<0.05.
Todos os testes t e ANOVA foram realizados utilizando GraphPad Prism5 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, Estados Unidos).

3 RESULTADOS

3.1 Estudo No. 1: “Participac¢do da orexina-A no nucleo comissural do trato
solitario e nucleo tegmental pedunculo-pontino na resposta ventilatoria ao CO2”

O papel dos neurbnios orexinérgicos quimiossensiveis tem sido demonstrado em
diferentes regiGes encefalicas, mas esse € o primeiro estudo que considerou a possivel
participacdo da sinalizagcdo orexinérgica no nucleo tegmental pedunculo-pontino e no
subnucleo comissural do trato solitario durante a ativacdo do quimiorreflexo. Assim, os efeitos
do antagonismo de receptores orexinérgicos do tipo 1 nesses nucleos, na resposta ventilatoria

hipercapnica, serdo descritos nas se¢bes seguintes.

3.1.1 Nducleo tegmental pedunculo-pontino (NTgPP)

Na Figura 8 estd apresentada uma fotomicrografia de uma seccdo coronal do tronco
encefalico de um animal representativo dos grupos que foram submetidos a microdialise no
NTgPP, mostrando o sitio de microdialise corado pelo método de coloracdo de Nissl (Anexo
B).
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Figura 8. Fotomicrografia contendo a localizacdo anatdmica da extremidade
inferior da canula de microdiélise no nucleo tegmental peddnculo-pontino (NTgPP).
Fotomicrografia de corte coronal do mesencéfalo corado por coloracdo de Nissl. O tracejado de
comprimento de 1000 um abaixo do ponto de les&o (fortemente corado em anil) indica a regido
de microdiéalise para veiculo e tratamento no ndcleo tegmental peddnculo pontino. Ag: aqueduto
do mesencéfalo; mcp: pedunculo cerebelar médio. VTg: nucleo tegmental ventral. Bregma = -
8.40 mm. Interaural: 0.6 mm. Escala= 500 pm.
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Figura 9. Representacdo esquematica da localizacdo anatémica da extremidade
inferior da canula de microdiélise no nucleo tegmental pedanculo-pontino (NTgPP). Os
tridangulos em vermelho representados nas secgdes a.1, a.2, a.3, respectivamente -7.08 mm, -
7.20 mm, -7.68 mm em relacdo ao bregma, representam o sitio anatdbmico onde ao microscépio
observamos a marca da lesdo da canula de microdialise dos animais considerados positivos para
regido de interesse. Em b.1, b.2, b.3, respectivamente -6.96 mm, -7.20mm, -7.68 em relacdo ao
bregma, os triangulos em azul representam pontos fora da regido do NTgPP. Abreviaces: Ag:
aqueduto. PAG: substancia cinzenta periaquedutal. Pn: nucleo pontino. RRF: campo retrorubro.
NTgPP: nucleo tegmental pedunculo-pontino. xscp: decusassdao do pedunculo cerebelar
superior.

3.1.2 Ndcleo do trato solitario (NTS)
Na Figura 10 esta apresentada uma fotomicrografia de uma secc¢éo transversal do tronco
encefalico de um animal representativo dos grupos que foram submetidos a microdialise no

NTSc, mostrando o sitio de microdiélise corado pelo método de coloragdo de Nissl.
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Figura 10. Fotomicrografia contendo a localizagcdo anatdmica da extremidade
inferior da canula de microdidlise no subnucleo comissural do NTS (NTSc).
Fotomicrografia de corte coronal do tronco encefalico corado por coloragdo de Nissl. O circulo
tracejado a direita, abaixo do ponto de leséo, indica o sitio de microdialise na regido caudal do
nucleo do trato solitario (regido comissural). AP: area postrema; CC: canal central do epéndima;
py: trato piramidal. Bregma = -14.28 mm. Interaural: 5.28 mm. Escala= 500 um.
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Figura 11. Representacdo esquematica da localizacdo anatdmica da extremidade
inferior da canula de microdialise no subnucleo comissural do NTS (NTSc) - Ae no NTS
rostral (NTSr) — B. Os circulos em vermelho representados nas sec¢bes a.l, a.2, a.3,
respectivamente -13.68 mm, -13.80 mm, -14.08 mm em relacdo ao bregma, representam o sitio
anatdbmico onde ao microscopio observamos a marca da lesdo da canula de microdialise dos
animais considerados positivos para regido de interesse. Em b.1, b.2, b.3, respectivamente -
13.24 mm, -13.30 mm, -13.68 em relacdo ao bregma, os circulos em azul representam pontos
fora da regido do NTSc, b.1=nucleo dorsomedial; b.2= nicleo dorsomedial e nervo hipoglosso;
b.3= &rea postrema e plexo coroide. AbreviagBes: 4V: quarto ventriculo. 12: décimo segundo
par de nervos cranianos (nervo hipoglosso). AP: area postrema. Amb: nicleo ambiguo. chp:
plexo cordide.
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3.1.3 Sono e vigilia

Os estados de vigilancia se expressam eletrofisiologicamente pela sincronizacdo ou
dessincronizacgdo dos circuitos talamos corticais. Abaixo representado nas figuras, observamos
em um tracado de um experimento momentos de vigilia (A) e sono NREM (B) durante
hipercapnia. Em A, a presenga de ondas dessincronizadas de baixa amplitude e alta frequéncia
(EEG — tracado preto) acompanhadas de alta amplitude no eletromiograma (EMG - tracado
azul) posicionado no musculo do pescoco caracterizam momento de vigilia. Em contrapartida,
as ondas de alta amplitude e baixa frequéncia associadas ao baixo tonus muscular em B,

atribuimos a um momento tipico de sono NREM.
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Figura 12. Registro de um experimento tipico. Tragados representativos obtidos do
LabChart durante hipercapnia mostram variagdes na pressdo inspiratoria Pinsp, EEG € EMG
durante a vigilia (A) e sono NREM (B).
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3.1.4 Efeito da microdidlise de antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1
(SB-334867) no nucleo tegmental pedunculo-pontino (NTgPP) na ventilacdo em ar
ambiente (normocapnia) e 7% de CO2 (hipercapnia) durante a fase clara do ciclo diurno.

Na Figura 13, estdo demonstrados os efeitos da microdiélise de SB-334867 (5 mM) no
nucleo tegmental peddnculo-pontino na ventilagdo em condigdes de normocapnia e hipercapnia

durante a fase clara do diurno. Como observado, a microdialise do antagonista dos receptores

orexinérgicos do tipo 1 ndo teve efeito na ventilacdo Ve em normocapnia em animais

acordados (A) e dormindo (B). Contudo, o antagonismo dos receptores orexinérgicos do tipo 1

diminuiu as respostas ventilatdrias a hipercapnia durante a vigilia (\.fE: veiculo= 2066 + 110
mL kg! min~! versus SB-334867= 1873 + 116 mL kg ! min™! n = 4; p= 0,03), mas n&o durante

0 S0No (\.[E: veiculo = 1803+ 244 versus SB-334867 = 1687 + 86 mL kg™* min?, n = 04; p=
0,50).
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Figura 13. SB-334867 no nucleo tegmental pedunculo-pontino diminui a ventilacéo
durante a vigilia na fase clara do ciclo diurno. Efeitos da microdialise de SB - 334867
(circulos vermelhos; n = 5) e solucdo veiculo (circulos azuis; n = 5) no nudcleo tegmental
pedunculo-pontino no volume corrente volume (VT), frequéncia respiratoria (fR) e ventilagéo

(\.75 ) de ratos durante a vigilia (A) e durante o sono (B) em ar ambiente e durante exposicao a
7% de CO>. Valores séo expressos como desvio padrdo da media (+ S.D.). *P=0,03.
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3.1.5 Efeito da microdialise do antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1
(SB-334867) no nucleo tegmental peddnculo-pontino (NTgPP) na ventilagdo em ar
ambiente (normocapnia) e 7% de CO2 (hipercapnia) durante a fase escura do ciclo diurno.

Os efeitos da microdialise de SB-334867 no NTgPP nos parametros ventilatorios
durante a fase escura sdo mostrados na figura 14. O antagonismo de receptores orexinérgicos
do tipo 1 n&o alterou a respiragdo durante normocapnia e ndo afetou a resposta ao CO-

comparado com a microdiélise de veiculo na vigilia (\.fE: veiculo= 1830 + 172 mL kg~ min™!
versus SB -334867= 1814 + 173 mL kg™ min™t n = 05 ; p >0,999). N&o houve momentos
significativos de sono nessa fase do ciclo diurno durante a hipercapnia para serem considerados

nas analises estatisticas.
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Figura 14. SB-334867 no nucleo tegmental pedunculo-pontino ndo tem efeito nos
parametros ventilatérios durante a fase escura do ciclo diurno. Efeitos da microdialise de
SB-334867 (circulos vermelhos; n = 6) e veiculo (circulos azuis; n = 6) no nucleo tegmental

peddnculo-pontino no volume corrente (V7), frequéncia respiratoria (fR) e ventilacdo ( V g) de
ratos, durante a vigilia em ar ambiente ou durante a exposicdo a 7% de CO,. Valores séo
expressos como desvio padrdo da média (£ S.D.)
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3.1.6 Efeito da microdialise do antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1
(SB-334867) no nucleo comissural do NTS na ventilagdo (normocapnia) e 7% de CO:2

(hipercapnia) durante a fase clara do ciclo diurno.

Durante normocapnia, a microdialise do SB-334867 no NTSc nao teve efeito na \}E.

Por outro lado, sob hipercapnia hiperoxica (7% CO2 — 93% O3), o antagonismo OX-1R evocou
atenuacdo na ventilacdo (Figura 15), em comparacdo com o veiculo, durante a vigilia \./'E

veiculo = 2047 + 274 mL kg *.min"! n=6 versus Ve SB-334867= 1758 + 226 mL kgt.min?,
n=6; p=0,04).
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Figura 15. Diminuicédo da resposta ventilatéria hipercapnica pelo SB-334867 no
nacleo comissural do trato solitario durante a vigilia na fase clara. Efeito da microdialise
de SB - 334867 (circulos vermelhos) e solugdo veiculo (circulos azuis) no nucleo comissural

do trato solitario no volume corrente (VT), frequéncia respiratoria (fR) e ventilacdo (\}E) de
ratos durante a vigilia em normocapnia ou durante exposicdo a 7% de CO». Os valores sdo
expressos como desvio padrdo média £ DP. *P=0,04 SB-334867 versus veiculo.
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No grupo de animais em que a microdialise foi feita fora da regido de interesse (grupo

Peri-NTS comissural) ndo houve alteracdo na resposta ventilatoria hipercapnica no grupo

tratado durante a vigilia (Figura 16A; \-75 = 1788 + 460 mL kg t.min"%, n= 6) comparado com
0 grupo controle (1759 + 296 mL kg .min™%; n=6; p =0,999).
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Figura 16. Microdialise de SB-334867 fora do NTS comissural (grupo peri-NTSc)
nao tem efeito na resposta ventilatéria durante a fase clara. Efeito da microdialise de SB —
334867 (circulos vermelhos) e solucdo veiculo (circulos azuis), no grupo peri-NTSc, no volume

corrente (VT), frequéncia respiratoria (fR) e ventilacdo (\-fE )de ratos durante a vigilia (A) e
durante o sono (B) em ar ambiente ou durante exposicao a 7% de CO2 + 93% O,. Os valores
s8o expressos como desvio padrdo da média + SD.



59

3.1.7 Efeito da microdialise do antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1
(SB-334867) na regido caudal do NTS na ventilagdo (normocapnia) e 7% de CO:2
(hipercapnia) durante a fase clara do ciclo diurno.

Durante normocapnia, a microdialise do SB-334867 no NTS caudal néo teve efeito na
\.fE. Por outro lado, sob hipercapnia hiperdxica (7% CO2 — 50% O>), o antagonismo OX-1R
diminuiu a ventilagdo (Figura 17), em comparacdo com o veiculo durante a vigilia (\-fE veiculo

= 2008 + 185 mL kg *.min~ ! n=5 versus V& SB-334867= 1647 + 282 mL kg t.min?, n=5;
p=0,01).
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Figura 17. Diminuicdo da resposta ventilatoria hipercépnica pelo SB-334867 no
nacleo do trato solitario caudal durante a vigilia na fase clara. Efeito da microdialise de SB
- 334867 (circulos vermelhos) e solucgéo veiculo (circulos azuis) no ndcleo comissural do trato

solitario no volume corrente (VT), frequéncia respiratéria (fR) e ventilacdo ( Vg) de ratos
durante a vigilia em normocapnia ou durante exposi¢do a 7% de CO2 em condicdes hiperoxicas
(50% de O). Os valores sdo expressos como desvio padrdo média £ SD. *P= 0,01 SB-334867
versus veiculo.
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3.1.8 Efeito da microdialise do antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1
(SB-334867) no NTS caudal na ventilacdo em (normocapnia) e hipercapnia (7% de COz)
durante a fase escura do ciclo diurno.

No grupo de animais em que a microdiélise de SB-334867 foi feita na regido caudal do

NTS durante a fase escura ndo houve alteracdo na resposta ventilatoria hipercapnica no grupo

tratado durante a vigilia Figura 18 (A- Ve SB-334867= 1655 + 198 mL kg~ t.min, n=6)
comparado com o grupo controle (1836 + 425 mL kg t.min ) (p =0,5394). Nenhum efeito

foi observado também durante o sono (B - \-75 veiculo = 1562 + 96 mL kg *.min~%, n=2 versus

V£ SB-334867= 1500 + 199 mL kg L.min%, n=3; (p> 0.999).
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Figura 18. Microdialise de SB-334867 no NTS caudal ndo tem efeito na resposta
ventilatéria durante a fase escura. Efeito da microdialise de SB - 334867 (circulos vermelhos)
e solucdo veiculo (circulos azuis) na regido caudal do nucleo do trato solitario no volume

corrente (VT), frequéncia respiratoria (fR) e ventilagdo Ve de ratos durante a vigilia (A) e
durante o sono (B) em ar normocapnia ou durante exposi¢do a 7% de CO,. Os valores sdo
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expressos como desvio padrdo da média = SD.
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3.1.9 Efeito da microdialise do antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1
(SB-334867) no NTS caudal na ventilacdo em (normocapnia) e hipercapnia (7% de COz)
em hipéroxia (50% de Oz e 93% de O2) durante a vigilia na fase clara do ciclo diurno.

Durante normocapnia hiperoxica (0% de COz - 50% de O2) a microdialise de veiculo no

NTS caudal tem 0 mesmo efeito na \-75 quando comparada a normocapnia hiperoxica (0% de

CO, - 93% de O,) (Figura 19.A) Ve 50% de Oz = 798 + 140 mL kg L.min~* versus Ve 93%
de Oz =879 + 129 mL kg t.min"* (p >0,999).
Em hipercapnia hiperdxia (7% de CO2 - 50% de O) a ventilacdo também né&o difere

guando comparada a hipercapnia hiperoxica (7% de COz - 93% de O,) \.[E 50% de O2 = 2008

+ 185 mL kg L.min~, n=5 versus Ve 93% de Oz = 1979 + 336 mL kg ~.min"%: (p >0,999).

Durante normocapnia hiperoxica (0% de CO2 - 50% de O2) a microdialise de SB-334867

no NTS caudal tem o0 mesmo efeito na V e quando comparada & normocapnia hiperdxica ( 0%

de CO2 - 93% de O.) (Figura 19.B) \-75 50% de Oz = 669 + 104 mL kg *.min" ! versus \-75
93% de O, = 791 + 140 mL kg L.min™* (p =0,6547).

Em hipercapnia hiperoxia (7% de CO2 - 50% de O>) a ventilagdo também néo difere
quando comparada a hipercapnia hiperdxica (7% de CO2 - 93% de Oy) (\-]E: 50% de O, =

1647+ 282 mL kg t.min~ !, n=5 versus Ve 93% de Oz = 1758 + 226 mL kgt.min, n=6; (p
>0,999).
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Figura 19. Microdialise de veiculo (A) e SB — 334867 (B) no NTS caudal tem o
mesmo efeito na resposta ventilatéria em normocapnia e hipercapnia hiperéxica (50% e
93% de O2). Efeito da microdialise de veiculo e SB - 334867 na regido caudal do nucleo do

trato solitario no volume corrente (VT), frequéncia respiratoria (fR) e ventilacdo V e de ratos
durante normocapnia e durante hipercapnia em condi¢6es de hiperoxia (50% de O, — quadrados
roxo; 93% de O quadrados verde). Os valores sdo expressos como desvio padrdo da média +

SD.



65

3.1.10 Comparacéo do efeito da microdialise de veiculo no NTgPP, no NTS caudal,
no NTSc na ventilagdo em normocapnia sob exposi¢cao de 21%, 50% e 93% de O2 na fase
clara do ciclo diurno.

A microdialise de veiculo em condi¢Ges normocapnicas em 21% de Oz (no NTgPP),

50% de Oz (NTS caudal) e 93% de O2 (NTSc) durante a fase clara ndo promoveu variagfes na

ventilacdo (Figura 20) \.75 21% versus 50%. p=0,67. 21% versus 93% p=0,12. 50% versus 93%
p=0,45.
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Figura 20. Comparacédo da ventilacao \‘75 em normocapnia entre trés diferentes
condi¢bes de oxigénio (21%, 50%, 93%) durante microdialise de veiculo. As diferencas
entre os valores ndo sdo estatisticamente significantes. ANOVA de uma via seguida pelo pés-
teste de Tukey.
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3.1.11 Comparacao do efeito da microdiélise de veiculo no NTgPP, no NTS caudal
e no NTSc na ventilagcdo em hipercapnia sob exposi¢cao de 21% e 50% e 93% de O2 na fase
clara do ciclo diurno.

A comparacdo da microdialise de veiculo em condicdes hipercapnicas em 21% de O
(no NTgPP), 50% de O, (NTSc) e 93% de O, (NTSc) durante a fase clara ndo promove variagéo

na resposta ventilatoria (Figura 21) \.75 21% versus 50% p=0,9897. 21% versus 93% p=0,9081.
50% versus 93% p=0,9553.
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Figura 21. Comparacdo da ventilacdo Ve em hipercapnia entre trés diferentes
condic¢bes de oxigénio (21%, 50%, 93%) durante microdialise de veiculo. As diferencas
entre os valores ndo sdo estatisticamente significantes. ANOVA de uma via seguida pelo pos-
teste de Tukey.
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3.2 Temperatura corporal

N&o foram observadas mudangas na temperatura corporal em nenhum dos grupos
durante os protocolos experimentais. O tratamento com o0 antagonista de receptors
orexinérgicos do tipo 1 (SB-334867) no NTgPP (Figura 22) e no NTSc (Figura 23 e 24) nédo
alterou de maneira significativa a temperatura corporal durante normocapnia e hipercapnia

comparado com o grupo controle.
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Figura 22. Microdialise de SB-334867 ou veiculo no nucleo tegmental pedunculo-
pontino (NTgPP) néo teve efeito na temperatura corporal de ratos durante a vigilia. Efeito
da microdidalise de SB - 334867 (quadrados vermelhos) e solucdo veiculo (quadrados azuis) no
NTGPP na temperatura corporal (Tc) de ratos durante ar ambiente (intervalo no eixo X de -30
a 0) e durante exposicdo a 7% de CO- (intervalo de 0 a 30). A — Fase clara. B — Fase escura.
Valores expressos como desvio padrdo da média = S.D. n= nimero de casos.
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Figura 23. Microdialise de SB-334867 ou veiculo no NTS comissural (A) e NTS
caudal (B) néo altera de maneira significativa a temperatura corporal de ratos durante o
protocolo experimental. Efeito da microdialise de SB - 334867 (circulos vermelhos, n=6) e
solucdo veiculo (circulos azuis, n=6) no NTSc e no NTS caudal na temperatura corporal de
ratos em normocapnia (representada no eixo X: - 40 a 0) e hipercapnia (eixo X de 0 a 40) em
condicBes hiperoxicas (93% de O2). Valores sdo expressos como desvio padrdo da média (+
S.D.).
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Figura 24. Microdialise de SB-334867 ou veiculo no NTS caudal ndo altera de
maneira significativa a temperatura corporal de ratos. Efeito da microdialise de SB -
334867 (circulos vermelhos, n=5) e solugdo veiculo (circulos azuis, n=5) no NTSc na
temperatura corporal de ratos em normocapnia (representada no eixo X: - 40 a 0) e hipercapnia
(eixo X de 0 a 40) em condicdes hiperdxicas (50% de Oz), durante a fase clara do ciclo diurno.
Valores sdo expressos como desvio padrdao da média (+ S.D.).
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Figura 25. Microdialise de SB-334867 ou veiculo fora do NTS comissural (grupo
peri-NTSc) néo altera de maneira significativa a temperatura corporal de ratos durante
0 protocolo experimental. Efeito da microdialise de SB - 334867 (circulos vermelhos) e
solucdo veiculo (circulos azuis) no NTSc na temperatura corporal de ratos em normocapnia
(representada no eixo X: - 40 a 0) e hipercapnia (eixo X de 0 a 40) em condicdes hiperoxicas
(93% de O2) durante fase clara do ciclo diurno. Valores sdo expressos como desvio padréo da
média (x S.D.).
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3.3  Estudo N°2: Sensibilidade de neurdnios orexinérgicos ao CO2/H*

3.3.1 ldentificagédo de neurdnios de camundongos transgénicos

A expressao da proteina verde fluorescente (do inglés, green fluorescent protein, GFP)
no citosol de neurdnios que contém o promotor para orexinas (pré-pro-orexina) foi a ferramenta
utilizada para identificar neurdnios especificos e medir sua atividade.

Neurbnios GFP* observados em microscépio de fluorescéncia indicam que sao

neurdnios orexinérgicos. Os neurdnios representados abaixo (Figura 26) estdo nas margens da

area perifornicial onde existe alta densidade de corpos celulares de neurdnios OX.

Figura 26. Neurdnios orexinérgicos eGPF positivos nas imediacbes da area
perifornicial vistos sob aumento de 40x em microscopio com filtros para visualizacdo da
GFP. A direta, zoom da regido, mostrando um neurdnio orexinérgico e a micropipeta de vidro
(indicada pela seta) em contato com a membrana plasmatica. Escala: 1750 pm.
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3.3.2 Neurdnios orexinérgicos respondem ao CO2 de forma dependente dos niveis
locais de O2

Registramos a atividade de neurénios OX com voltagem-fixa de -50 mV e observamos
que apresentam taxa de disparo espontanea de 3 Hz em condicdes de anoOxia e hipéroxia e
potencial de membrana de - 45 mV. Usando como critério a variacdo de pelo menos 20% nas
taxas de disparo ritmico, nos verificamos quais neurdnios exibiram (1) aumento na atividade
ritmica, (2) diminuicéo e (3) ndo responderam. Tracados contendo registros representativos de
um protocolo experimental sdo demonstrados nas figuras 28 e 29. O neurdnio primeiramente
foi exposto a uma solugdo contendo 95% de Oz — equilibrada com 5% de CO.. O protocolo
experimental se inicia a partir do registro da atividade neuronial frente a 95% de Oz equilibrado
com 5% de CO,. Apo6s 5 minutos, a solugdo é trocada por uma de 90% de O equilibrada com
10% de CO:- e, nesse momento, o estimulo hipercapnico em neurdnios quimiossensiveis altera
as taxas de disparo, podendo ser maiores em neurdnios estimulados ou menores em neurénios
inibidos. Neurdnios que foram estimulados por CO> mantém altas suas taxas de disparo (4Hz)
mesmo ap6s 5 minutos, sob lavagem por solucgéo restabelecida 95% de Oz equilibrado com 5%
de CO2 (Figura 35). No mesmo neurénio, apos esse periodo, é registrada atividade com solucao
de 95% de N2 equilibrado com 5% de CO2 (3Hz). A frequéncia das taxas de disparo nesses
neurdnios em condi¢des de andxia em 41% dos casos analisados, diminui consideravelmente e
atinge valores muito menores frente ao estimulo hipercépnico (2 Hz) (Figura 35). Apés lavagem
com solucdo 95% de Nz equilibrado com 5% de COg2, varios neurdnios demoram cerca de 3
minutos para recuperar sua atividade e retomar a linha de base das taxas de disparo, 0 que
aconteceu em muitos casos, apenas ap0s exposicdo a solugdo de 95% de O equilibrado com
5% de COsa.

Sem considerar a heterogeneidade funcional por regido, em 43% dos neurdnios OX
analisados em condicdes de hiperdxia, a hipercapnia produziu aumento de frequéncia de 100%
nas taxas de disparo (Figura 27). Por outro lado, em 41% dos neurdnios OX analisados em
condicgdes de andxia, a hipercapnia produziu diminuicdo de 40% nas taxas de disparo (Figura
29).
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Figura 27. Variacgdo na taxa de disparo de neurdnios estimulados e ndo estimulados
por CO2 em hiperdxia. Hipercapnia causou um aumento de 100% na taxa de disparo de
potenciais de acdo de neurbnios orexinérgicos (n=5, p= 0.02) comparado com neurbnios
insensiveis — ANOVA de uma via seguido do pds teste de multiplas comparagdes de Tukey).
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Figura 28. Tracado dos efeitos da hipercapnia em neurénios orexinérgicos do
hipotalamo lateral durante hiperdxia. Registros realizados em configuracdo cell-attached
(variacdo de até 100 pA) com voltagem fixa de -50 mV e solucdo interna de K-gluconato. Taxas
de disparo se mantem entre 3Hz e 4 Hz em normocapnia (1 - 5% CO.) e atingem valores
maiores de 5 Hz ap6s estimulo hipercapnico (2 - 10% COz). Em maior aumento, expansao da

escala para visualizacdo da frequéncia de disparos em Hz do neurdnio antes (1) e depois (2) do
estimulo hipercépnico.
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Figura 29. Efeitos da hipercapnia sobre a taxa de disparos de neurodnios
orexinérgicos em anodxia. Os neurdnios OX do LH tiveram inibi¢cdo de 40% nas taxas de
disparo quando comparados com neurdnios estimulados pelo CO: e insensiveis ao CO2 (n=5,
p= 0.01 neurdnios inibidos versus insensiveis e p= 0.001, inibidos versus estimulados —
ANOVA de uma via seguido do pds teste de multiplas comparacdes de Tukey).
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Figura 30. Tracado dos efeitos da hipercapnia em neur6nios orexinérgicos do
hipotalamo lateral durante anodxia. Registros realizados em configuracdo cell-attached
(variacdo de corrente de até 100 pA) com voltagem fixa de -50 mV e solucédo interna de K-
gluconato. Taxas de disparo se mantém entre 3Hz e 4 Hz em normocapnia (quadrado 1 - 5%
CO») e atingem valores menores de 2 Hz apds estimulo hipercapnico (quadrado 2 - 10% CO>).
Em maior aumento (1 e 2), expansao da escala para visualizacdo da taxa de disparo (Hz) antes
do estimulo hipercapnico (1) e diminuicdo da frequéncia de disparos (Hz) de neurénio
submetido a hipercapnia (2).
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Figura 31. Registro das taxas de disparo de todos 0s neurdnios orexinérgicos do
hipotalamo lateral e da area perifornicial durante o protocolo experimental em andxia
sob trés condicdes: a: controle (5% de CO. — N2 balango); b: hipercépnica (10% de CO2 — N2
balanco); c: recuperagdo (5% de CO2 — N2 balango). N&o foram observadas diferengas
significativas nas taxas de disparo (Hz) entre os grupos (n=12). a versus b - p=0,9452. a versus
¢ - p=0,5639. b versus ¢ - p=0,7589. ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey.
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Figura 32. Registro das taxas de disparo de neurdnios orexinérgicos do hipotalamo
lateral e da area perifornicial que foram estimulados por CO: (A); inibidos por CO. (B)
insensiveis ao CO- (C) registrados no protocolo experimental em anoxia sob trés condices: a:
controle (5% de CO. — Nz balanco); b: hipercapnica (10% de CO2 — N2 balango); c: recuperagéo
(5% de CO2 — N2 balango). Diferenca nas taxas de disparo indicada por * A (n=3): a versus b
- p=0,78; a versus ¢ - p=0,74; b versus ¢ - p=0,99. B (n=5): a versus b - p=0,36; a versus c - *
p=0,02; b versus ¢ - p=0,2409. C (n=4): a versus b - p=0,99; a versus c - p=0,89; b versus ¢
- p=0,86. ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey.
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Figura 33. Registro das taxas de disparo de todos 0s neurdnios orexinérgicos do
hipotalamo lateral e da area perifornicial registrados no protocolo experimental em
hiperdxia sob trés condigdes: a: controle (5% de CO> — N2 balango); b: hipercapnica (10% de
CO2— N2 balango); c: recuperagéo (5% de CO2 — N2 balanco). Néo foram observadas diferengas
significativas nas taxas de disparo (Hz) entre os grupos (n=14). a versus b - p=0,68. a versus ¢
- p=0,40. b versus ¢ - p=0,89. ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey.
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Figura 34. Registro das taxas de disparo de neurénios orexinérgicos do hipotalamo
lateral e da area perifornicial que foram (A) estimulados por COz e (B) insensiveis ao CO-
(B) registrados no protocolo experimental em hiperoxia sob trés condigdes: a: controle (5% de
CO2 — N2 balango); b: hipercapnica (10% de CO2 — N2 balango); c: recuperagéo (5% de CO, —
N2 balancgo). N&o foram observadas diferencas significativas nas taxas de disparo (Hz) entre os
grupos (n=14). A (n=5): a versus b - p=0,12; a versus ¢ - p=0,11; b versus ¢ - p=0,99. B (n=9):
aversus b - p=0,96; a versus ¢ - p=0,49; b versus ¢ - p= 0,65.
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Frequéncia de disparo de neurénios orexinérgicos (Hz)
Anéxia Hiperéxia
Estimulados (3) Inibidos (5) Insensiveis (4) Estimulados (5) Insensiveis (9)
Basal 2,79+1,10 27150 3,67+1,05 2,31£0,98 3,01£0,73
Hipercapnia 359+124 1,63 +1,38 3,71+113 4,28 + 2,06 3,13+£0,82
Recuperacdo 3,67+1,89 0,35+£0,23 3,35+0,78 4,31+1,04 3,55+£1,29

Figura 35. Médias das frequéncias de disparo de neurénios orexinérgicos (Hz) que
foram estimulados, inibidos ou insensiveis em ao CO2 em condi¢Ges de andxia e hiperodxia.
Basal: Controle: 5% de CO. — balanceado com N2 ou balanceado com O». Hipercapnia: 10%
de CO. — balanceado com N2 ou balanceado com O.. Recuperacdo: 5% de CO» — balanceado
com N2 ou balanceado com O>. Entre parénteses 0 nimero de casos.

3.3.3 Taxas de disparo de neurdnios orexinérgicos do hipotalamo lateral e da
area perifornicial estimulados e insensiveis durante hiperoxia.

Sob condigdo de hiperoxia, ndo houve diferencas significativas nas taxas de disparo
entre neurdnios OX estimulados e insensiveis nas trés condi¢fes apresentadas. a: 5% CO; —
95% O (controle), b: 10% CO2 — 90% O (hipercapnia), ¢: 5% CO2 — 95% O (recuperacdo). a:
estimulados (2,31 £ 0,98; n=5) versus insensiveis (3,01 £ 0,73); p=0,2831. b: estimulados (4,28
+ 2,06) versus insensiveis (3,13 + 0,82); p=0,08. c: estimulados (4,31 + 1,04) versus insensiveis
(3,55 1,29); p=0,24.
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Figura 36. Taxas de disparo de neur6nios orexinérgicos estimulados (quadrados
preto) e insensiveis (quadrados sem preenchimento) ao CO2 em hiperoxia. De 14 neurbnios
registrados, 5 (35%) foram estimulados em 10% de CO2 em condi¢des de hiperoxia, enquanto
9 (65%) néo responderam ao COz. a: 5% CO; — Oz balango: condigéo controle; b: 10% CO; -
O2 balango: hipercapnia; ¢: 5% CO- - O2 balan¢o: recuperacao. Registros foram feitos no modo
voltagem fixa —-50mV sob configuracdo cell-attached com solucéo interna de pipeta de K-
gluconato.

3.3.4 Frequéncia das taxas de disparo de neurdnios orexinérgicos do hipotalamo
lateral e da area perifornicial estimulados, inibidos e insensiveis durante anoxia.

Né&o houve diferencas significativas nas taxas de disparo entre neurdnios insensiveis,
inibidos e estimulados na condicdo controle (a): insensiveis (3,67 + 1,05; n=4) versus
estimulados (2,79 + 1,10; n=3) (p=0,3421); inibidos (2,70 = 1,50; n= 5) versus estimulados
(2,79 £ 1,10; n=3) (p=0,9174) e inibidos (2,70 £ 1,50; n=5) versus insensiveis (3,67 + 1,05;
n=4) (p=0,2348). Com relacdo a hipercapnia (b) ndo houve diferencas significativas entre
neurdnios OX insensiveis e estimulados (p=0,8901). Entretanto, as taxas de disparo entre
neurdnios inibidos (1,63 + 1,38; n=5) versus estimulados (3,59 + 1,24; n=3) (p=0,03) e inibidos
(1,63 £ 1,38; n=5) versus insensiveis (3,71 £ 1,137; n=4) (p=0,01) foram diferentes.

Durante a recuperacdo, condi¢cdo (c), ndo houve diferencas nas taxas de disparo de
neurdnios insensiveis (3,35 + 0,77; n=4) versus estimulados (3,67 + 1,88; n= 3) (p=0,73). Por
outro lado, houve diferengas nas taxas de disparo de neurdnios inibidos (0,35 + 0,23; n=5)
versus e estimulados (3,67 + 1,88; n= 3) (p=0,0008) e inibidos (0,35 + 0,23; n=5) versus
insensiveis (3,35 + 0,77; n=4) (p=0,0009).
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Figura 37. Taxas de disparo em Hz de neurdnios orexinérgicos insensiveis, inibidos
e estimulados por COzem anoxia. De 12 neurdnios registrados, 5 (42%) foram inibidos em
10% de CO2 em condigdes de hipdxia, enquanto 3 (25%) foram estimulados e 4 (33%) néo
responderam ao CO». Condicdes: a: 5% CO2 — Oz balango: controle; b: 10% CO- - O2 balango:
hipercapnia; c: 5% CO- - O balanco: recuperacdo. Registros foram feitos no modo voltagem
fixa —50 mV sob configuracéo cell-attached com solucéo interna de pipeta de K-gluconato. ¢
estatisticamente significante inibidos versus estimulados e *estatisticamente significante
inibidos versus insensiveis.
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Figura 38. Efeitos da andxia em neurbnios orexinérgicos na presenca de
blogueadores de receptores: glutamatérgicos (CNQX - 125 uM - antagonista competitivo
do receptor AMPA/kainato) GABAérgicos (gabazina - 50 uM - antagonista dos receptores
GABAA) e glicinérgicos (estricnina — 25uM- inibidor de receptores pés-sinapticos). O
tracado de um experimento pode indicar que a andxia sozinha tende a diminuir as taxas de
disparo de neur6nios orexinérgicos, e, na presenca de blogueadores sindpticos a resposta a 0%
de O2 é ainda mais acentuada.

3.3.5 Distribuicao anatomica dos neurdnios OX de acordo com suas respostas ao
CO2/H".

Analisamos a distribuicdo dos neurénios OX avaliados no LH e PFA e observamos uma
tendéncia a distribuicdo anatdbmica desses neurdnios, de acordo com a resposta observada ao
02e CO..

Sob condic¢des de andxia, 100% dos neurdnios inibidos e 75% dos neurdnios insensiveis
estdo no LH (Figura 39 e Figura 40). Mas nessa condi¢éo, os neurdnios que foram estimulados
por CO, foram encontrados tanto no LH quanto na PFA. A figura 39 B mostra que sob
condicBes de hiperoxia, 71% dos neurbnios estimulados por CO. também estéo localizados no
LH.
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Figura 39. Distribuicdo de neur6nios orexinérgicos responsivos ao CO2 no
hipotalamo lateral (LH) e area perifornicial (PFA). (A) Porcentagem de neurdnios
orexinérgicos estimulados (a), inibidos (b) e insensiveis (c) em condi¢bes de andxia. (B)
Porcentagem de neurdnios orexinérgicos estimulados (a’) e insensiveis (b’) em condi¢fes de

hiperoxia.
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Localizacdo de neurdnios orexinérgicos estimulados, inibidos e insensiveis ao CO2

A B
Estimulados (3) Inibidos (5) Insensiveis (4) Estimulados (5)  Insensiveis (9)
LH 1 5 3 5 4
PFA 2 0 1 2 5

Figura 40. Localizacdo de neurdnios orexinérgicos ao CO2 no hipotalamo lateral
(LH) e area perifornicial (PFA) em valores absolutos. (A) NUmero absoluto de neur6nios
orexinérgicos estimulados, inibidos e insensiveis em condi¢des de andxia. (B) Numero absoluto
de neurdnios orexinérgicos estimulados e insensiveis em condigdes de hiperoxia.

4 DISCUSSAO

4.1 Estudo N°. 1. “Participacdo da orexina-1 no ndcleo comissural do trato
solitario e nucleo tegmental pedunculo-pontino na resposta ventilatoria ao CO2”

A resposta ventilatoria ao CO2 envolve a interacdo entre regides quimiossensiveis.
Estudos tém demonstrado a contribuicdo de neurdnios quimiossensiveis do hipotdlamo nas
respostas ventilatorias a hipercapnia (CHEMELLI et al., 1999; DA SILVA et al., 2018; DENG
etal., 2007; DIAS; LI; NATTIE, 2009; VICENTE et al., 2016; WILLIAMS et al., 2007), sendo
que pelo menos parte dessas respostas, pode ser atribuida aos neurdnios orexinérgicos. As
orexinas, produzidas por esses neurdnios, agem em receptores orexinérgicos do tipo 1 presentes
em Vvarios nucleos quimiossensiveis, como 0 RTN, a rafe bulbar e o LC, sendo demonstrado
seu papel na modulacdo do quimiorreflexo hipercapnico (DIAS; LI; NATTIE, 2009; VICENTE
et al., 2016). Nos estudos in vivo do presente trabalho, n6s demonstramos que as orexinas, via
receptores orexinérgicos do tipo 1 (OX-1R) no nucleo tegmental pedinculo-pontino (NTgPP)
e no subnucleo comissural do NTS (NTSc) em ratos adultos ndo anestesiados, também
contribuem para o quimiorreflexo hipercapnico central durante a vigilia na fase clara, mas ndo
durante o sono, ja que o bloqueio de OX-1R diminui a resposta ventilatéria ao CO2 em animais
acordados.

No presente estudo, nds observamos que o antagonismo de receptores OX do tipo 1,
tanto no NTgPP quanto no NTSc quanto, ndo altera a ventilagdo em condi¢fes de normocapnia.
Esses resultados corroboram com estudos anteriores nos quais foi demonstrado que as orexinas
agindo no LC, RTN e rafe bulbar, via receptores do tipo 1, ndo alteram a ventilacdo basal
(DIAS; LI; NATTIE, 2010, 2009; VICENTE et al., 2016). Além disso, a respiracdo espontanea

em camundongos knockout para pré-pré-orexina ndo é diferente de animais selvagens, o que
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sugere que o sistema orexinérgico ndo esta envolvido nas respostas ventilatorias em condicGes
basais (DENG et al., 2007).

Os resultados apresentados no presente estudo, sugerem que a neurotransmissao
orexinérgica no NTgPP exerce funcdo na resposta ventilatoria ao CO2. O NTgPP ndo é uma
estrutura cléssica incluida da rede neural pontina de controle e modulagdo da ventilagao.
Entretanto a modulacdo da neurotransmissao glutamatérgica dessa regido, altera a ventilacdo
em animais anestesiados, provocando apneias, aumentando a variabilidade expiratéria e
duracdo da respiracdo (SAPONJIC; RADULOVACKI; CARLEY, 2003). Assim, essa regido
pode modular redes respiratorias localizadas no tronco encefalico que estdo associadas a
atividade de neurbnios geradores de ritmo e padrdo. Nessa regido, também existem diferentes
receptores glutamatérgicos. Nesse sentido, a ativacdo de receptores NMDA em neur6nios
colinérgicos no NTgPP altera o padrdo respiratorio e a permeabilidade das vias aéreas
superiores por modular regides de controle no tronco encefalico e a atividade ténica do muasculo
genioglosso, respectivamente (SAPONJIC; RADULOVACKI; CARLEY, 2006; TOPCHIY et
al., 2010). Além disso, embora ndo tenham propriedades que caracterizem 0s neurénios do
NTgPP como neurbnios quimiossensiveis per se, a estimulacdo de neurdnios colinérgicos dessa
regido, aumenta a atividade de neurdnios quimiossensiveis do RTN, mostrando que o NTgPP
participa da resposta respiratoria (LIMA et al., 2019).

Uma vez que a regido do NTgPP recebe densas projecdes de neurbnios orexinérgicos,
entendemos que também existem outras funcGes envolvendo a sinalizacdo orexinérgica no
NTgPP, conforme descrito em estudos anteriores, que mostraram que a estimulacdo dos
neurbnios OX da area perifornical alterou 0 sono REM e esse efeito foi bloqueado pela agdo de
antagonistas de OX-1R no NTgPP (KHANDAY; MALLICK, 2015).

Sob influéncia do antagonismo orexinérgico no NTgPP a resposta ventilatoria a
hipercapnia diminui (Figura 13.) durante a fase clara e em momentos de vigilia. Com esse
resultado, nds propomos que a sinalizagdo orexinérgica no NTgPP modula o quimiorreflexo
central na vigilia durante a fase clara, predominantemente inativa para roedores.

Assim como ja demonstrado anteriormente (BEN MUSA et al., 2023; DA SILVA et al.,
2022; LI; LI; NATTIE, 2013) e como discutiremos mais adiante, populagdo distintas de
neurdnios OX tem papel relevante na resposta ventilatoria ao CO, também durante a fase clara-
inativa do ciclo de luz dos animais.

Considerando que o NTgPP € um nucleo de transicdo entre a ponte e 0 mesencefalo que
inerva muitas regides sub-corticais e influencia a atividade do eletroencefalograma (ARIMA,;

YOKOTA,; FUJITANI, 2019), alguns autores apontam evidéncias para levantar a hipotese de
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que a neurotransmissao orexinérgica no NTgPP poderia influenciar a atividade cortical: (1) os
neurdnios colinérgicos do NTgPP podem suprimir fortemente a atividade lenta do
eletroencefalograma durante o sono NREM (DATTA; SPOLEY; PATTERSON, 2001) e (2)
projecdes do NTgPP para muitas regides sub-corticais que influenciam a excitacdo cortical
(KHANDAY; MALLICK, 2015). Desta forma, a sinalizagdo orexinérgica no NTgPP modula o
ciclo vigilia-sono, mas também o quimiorreflexo central ao CO ao longo do dia.

A caracterizacdo do NTS como um importante componente do circuito que envolve o
quimiorreflexo ao CO- foi estudada por CONRAD et al., 2009; NICHOLS et al., 2008, 2009
que demonstraram a quimiossensibilidade intrinseca dessa regido ao CO2. Além disso, a
acidificacdo focal do NTS caudal aumenta significantemente a ventilacdo durante a vigilia e
durante o sono (NATTIE; LI, 2002). No presente estudo, uma possivel explicacdo para
diminuicdo da resposta a hipercapnia durante a microdidlise de antagonista de receptores
orexinérgicos do tipo 1 (OX-1R) no NTSc, é que os neurdnios orexinérgicos devem amplificar
a magnitude da respostas de neurdnios quimiossensiveis do NTS na fase clara do ciclo de luz.

Proporcionalmente, as populac6es de neurdnios quimiossensiveis do NTS estdo mais
concentradas na regido caudal comparadas a regiao rostral. No NTS caudal, a acidificacdo focal
aumenta a ventilacdo em 26% durante a vigilia e 16% durante o sono NREM, enquanto no NTS
rostral, a acidificacdo focal aumenta a ventilacdo em 11% durante a vigilia e 7% durante o sono
NREM (NATTIE; LI, 2002). Desta forma, nossos experimentos, que foram realizados no NTS
comissural, nos permitem atribuir as respostas da sinalizacdo orexinérgica a neurénios
guimiossensiveis do NTS caudal que provavelmente tem maior papel durante a vigilia.

Portanto, nds sugerimos a presenca de sinapses excitatorias de neurbnios orexinérgicos
para 0s neurdnios no NTgPP e para neurdnios quimiossensiveis do NTS comissural em ratos
adultos expostos a hipercapnia.

Um aspecto relevante da fisiologia dos neurénios orexinérgicos é sua regulacdo do ciclo
sono-vigilia ao longo do dia. Estudos anteriores mostraram que estimulos excitatorios de
neurdnios orexinérgicos para o sistema monoaminérgico na area tegmental ventral, rafe dorsal,
locus coeruleus e neurdnios colinérgicos no NTgPP sé&o cruciais para a manutengdo do estado
de alerta (ADAMANTIDIS et al., 2007; BURLET; TYLER; LEONARD, 2002;
EGGERMANN et al., 2001; ESPANA et al., 2005; HASEGAWA et al., 2014; HORVATH et
al., 1999; KIM et al., 2009; MIEDA et al., 2011). Assim, consideramos o estado de vigilancia
em nossos protocolos. Os registros de EEG e EMG permitiram separar os periodos de vigilia
(Figura 12 - A) dos periodos de sono (Figura 12 - B) durante 0s experimentos para avaliar a

possibilidade de efeitos dependentes do estado de excitagdo. Consistentemente a isso,
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mostramos que o efeito do bloqueio do OX-1R no NTSc e no NTgPP foi observado durante a
vigilia na fase clara do ciclo de luz. Nossos resultados durante o periodo de vigilia corroboram
dados de estudos anteriores que mostram que o papel do sistema orexinérgico no quimiorreflexo
hipercapnico prevalece durante os periodos de vigilia. Este efeito possivelmente se deve a
modulacdo circadiana dos niveis de orexinas no cérebro (YOSHIDA et al., 2001) e a
predominancia de orexinas preferencialmente durante a vigilia na fase ativa do ciclo de luz dos
animais (DA SILVA et al., 2018; DIAS; LI; NATTIE, 2010; KUWAKI; LI; NATTIE, 2010).

E importante salientar que ndo podemos descartar a participacdo dos receptores OX-1R
no NTSc, na modulacéo da resposta ventilatoria hipercapnica também no estado de sono, pois
ndo foi possivel obter periodos de sono significativos durante a hipercapnia nesses grupos
experimentais. A auséncia desses periodos pode ser devido ao efeito indutor de alerta causado
pela hipercapnia nos primeiros minutos de exposicdo, seguido por um possivel efeito do
tratamento com antagonista OX-1R no NTSc, que pode ter gerado algum efeito indutor de
alerta, e que poderia ser investigado em estudos futuros.

De acordo com a fase ativa do ciclo de luz dos animais, o sistema orexinérgico pode
ajustar ndo apenas as respostas ventilatérias, mas também cardiovasculares e metabolicas.
Nesse sentido, ao longo da conducdo dos nossos experimentos nos questionamos a respeito da
possivel participacdo da sinalizacdo orexinérgica na regido do ndcleo tegmental peddnculo-
pontino e no subnucleo comissural do NST na temperatura corporal. O hipotalamo dorsomedial,
onde estdo localizados os neurbnios orexinérgicos, parece estar ativado sob condicGes de
estresse e/ou possiveis demandas metabdlicas como atividade fisica. Nesse sentido, parece
haver uma via eferente de respostas ao estresse que depende da ativacdo do sistema
cardiovascular, sensorial, térmico e respostas comportamentais (KATAOKA et al., 2014;
ZHANG et al., 2010). Assim, nds esperdvamos observar mudancas na temperatura corporal,
ndo apenas pelo estimulo hipercapnico, mas pelo efeito da inibicdo em ambas as areas nas quais
a microdialise ocorreu. Os resultados apresentados nas Figuras 14 e 15 demonstram que nao
houve efeito significativo do antagonismo de receptores OX-1R no NTSc e no NTgPP.
Provavelmente porque (1) a sinalizacdo orexinérgica nessas regides ndo esta relacionada com
o controle/modulacdo da temperatura corporal ou (2) a exposi¢cdo aguda & hipercapnia e
tratamento (aproximadamente 40 minutos) ndo é suficiente para ativar mecanismos
termorregulatérios compensatérios que alterassem de maneira significativa a temperatura
corporal.

Com relagéo aos resultados observados nos estudos in vivo, podemos sugerir que a

neurotransmissdao orexinérgica modula a atividade quimiossensivel de neurdnios no NTS
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comissural e caudal na fase clara (Figura 15 e 17). Esses resultados foram observados
considerando predominantemente a atividade dos quimiorreceptores centrais, uma vez que 0s
protocolos experimentais foram realizados na camara pletismografica ventilada com mistura
gasosa com altos niveis de oxigénio (93% e 50%) para inibicdo do quimiorreflexo periférico,
tal como realizados em estudos anteriores (BAVIS; MACFARLANE, 2017; LI; ROY;
NATTIE, 2016).

Vale a pena mencionar que mesmo apds desnervacdo sinusal e vagotomia em ratos, a
hipercapnia pode induzir ativacdo expressdo da proteina Fos em neurénios do NTS (JANSEN
et al., 1996) o que sugere que a resposta quimiossensivel ao CO2/pH envolve
predominantemente quimiorreceptores centrais em detrimento dos quimiorreceptores
periféricos.

Com relacdo a exposicdo a elevados niveis de oxigénio (93%), estudos in vitro e em
seres humanos consideram que altos niveis de oxigénio geram de espécies reativas de oxigénio,
peroxidacdo lipidica, inibicdo enzimética, o que levaria a alteracdo de metabolismo e poderia
alterar a excitabilidade dos neur6nios sensiveis ao CO2 no NTS (MULKEY et al., 2001,
TORBATI etal., 1992). Além disso, a hiper6xia combinada com hipercapnia diminui 0 nimero
de células no NTS que expressam o protoncogene c-Fos (TEPPEMA et al., 1997). Entretanto,
devemos considerar que a toxicidade do oxigénio depende ndo apenas da pressdo parcial de
oxigénio no ambiente, mas da duracdo da exposicao, da difusdo de oxigénio na camara e no
sangue e na taxa de consumo de oxigénio tecidual. Nattie et al., (LI; ROY; NATTIE, 2016)
verificaram que a ventilacdo nao foi alterada em condicGes de hipercapnia em normoxia (21%)
ou hiperdxia (93%), na qual o quimiorreflexo periférico estava inibido por altas concentracées
de oxigénio na mistura gasosa.

No presente estudo, nés também comparamos a ventilacdo em normocapnia e
hipercapnia considerando diferentes concentracdes de oxigénio na mistura gasosa: 21%, 50% e
93% e ndo houve diferencas significativas na ventilagdo tanto em normocapnia como
hipercapnia (Figura 20 e 21). Esse resultado nos permite, em certa medida, assegurar que, uma
vez que em altas concentracdes de O, a resposta ventilatéria ao CO2 se mantém tal como em
condicBes normais de Oz, 0s resultados observados no presente trabalho podem ser atribuidos
majoritariamente aos quimiorreceptores centrais. A maneira pela qual os quimiorreceptores
centrais e periféricos podem interagir para promover ajustes ventilatérios ndo é o foco do
presente estudo, mas vale destacar que esses resultados corroboram o fato de que o principal
estimulo para o quimiorreflexo central € o CO», porque durante a microdialise de veiculo, a

ventilacdo aumenta durante hipercapnia em todos o0s grupos, independentemente da
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concentracdo de O, ou seja, independentemente da inibi¢do do quimiorreflexo periférico com
altas concentragdes de O (Figura 21).

Em condicOes hiperoxicas (93% de O.), a microdialise de antagonista de receptor
orexinérgico do tipo 1 no subndcleo comissural do trato solitario diminui a ventilagdo durante
hipercapnia. Essa resposta também foi observada em condic¢Bes hiperoxicas (50% de Oy)
(Figura 17) sob microdidlise de antagonista de receptor orexinérgico do tipo 1 na regido caudal
do NTS.

Uma vez que observamos que nao ha diferencas entre os parametros ventilatorios
observados em 93% e 50% de O, em normocapnia e em hipercapnia sobre a microdialise de
veiculo ou SB 334867, no NTS comissural e NTS caudal, respectivamente (Figura 19),
podemos sugerir que: (1) altos niveis de oxigénio (igual ou acima de 50%) seriam efetivos
também para diminuir as respostas ventilatérias no subnicleo comissural do trato solitario
durante a fase clara (2) o antagonismo orexinérgico na regido caudal do NTS sob altas
concentragdes de O é efetivo em produzir respostas ventilatorias inibitorias, mostrando o papel
relevante da sinalizacéo orexinérgica nessa regido.

Animais submetidos a hiperoxia crénica exibem mudancas nos padrées respiratorios em
normoxia e redugdo de 15% da resposta ao CO2, 0 que em grande parte pode ser atribuido ao
desenvolvimento anormal do corpo carotideo. Entretanto, apesar da pequena reducdo na
excitabilidade neuronal na resposta hipercapnica de neurdnios sensiveis ao CO2 no NTS caudal,
essa excitabilidade ndo é afetada por hiperoxia cronica (BAVIS et al., 2017), o que nos permite
considerar que a hipéroxia a qual submetemos nossos animais ndo afeta a quimiossensibilidade
do NTS.

Com relacdo metodologia empregada, principalmente no que se refere a microdialise,
essa € uma técnica que permite administrar substancias focalmente, mas é necessario considerar
0s niveis de espalhamento dessas na microrregido que circunda nucleos especificos de
neurbnios. Uma vez que, adjacente ao subnicleo comissural do NTS esta o nicleo motor dorsal
do vago, e a dialise ocorre 1 mm abaixo da extremidade inferior da canula, dependendo do
posicionamento desta, o efeito poderia ser inespecifico.

O primeiro aspecto importante a ser considerado € que necessariamente a concentragao
de substancias neuroativas precisa ser maior que a concentracdo dessa substancia no tecido.
Isso porque é pelos mecanismos de difusdo entre 0 meio mais concentrado e 0 menos
concentrado que as trocas entre a extremidade da canula e o tecido ocorrerdo. No presente

estudo, foram utilizados 5 mM de antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1, o que,
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segundo estudos prévios, € alta e tem efetividade nesse tipo de metodologia (DENG et al., 2007,
DIAS; LI; NATTIE, 2010, 2009)

O segundo aspecto € com relacdo a integridade da extremidade final da canula que
contém a membrana de dialise. Antes, durante e apds cada experimento, nés monitoramos a
membrana por meio da visualizacdo de gotas provenientes do tubo de polietileno conectado a
canula de microdialise e apenas consideramos para as analises 0s animais cujos experimentos
foram realizados na auséncia de vazamentos.

O espalhamento das moléculas dialisadas por meio da técnica de microdialise reversa
central (técnica empregada no presente estudo) foi avaliado em estudo anterior que estimou a
regido de dialise por meio de horménio liberador de tirotrofina com marcador fluorescente
(ImM) com tamanho similar a horménios (CREAM; NATTIE; LI, 1999). Nesse estudo, 0s
autores verificaram que a microdialise em média se estende: 1 mm abaixo da superficie da
canula, onde se encontra a membrana semipermeavel na qual a dialise ocorre; 435 pum (0,435
mm) rostro caudalmente e atinge raio de 555 pum (0,555 mm), com distribuicdo aproximada de
590 nl (CREAM; NATTIE; LI, 1999). Na concentracdo de 10 mM de horménio liberador de
tirotrofina com marcador fluorescente a distribuicdo foi de 1.400 um (1,4 mm) rostro
caudalmente e atinge raio de 704 um (0,704 mm), com distribui¢do aproximada de 1.580 nl. O
volume de distribuicdo parece ser 27% maior em termos de espalhamento (10 mM versus
1mM). Considerando que utilizamos uma concentracdo intermediaria de tratamento (5 mM) e,
a distribuicdo é tdo maior conforme a concentracdo da substancia, embora com relacéo a regido-
alvo do presente estudo, ndo tenhamos medido a extensdo de tecido que recebeu o tratamento,
podemos estimar que o tratamento ficou restrito a regido ndcleo tegmental peddinculo pontino
e do subnucleo comissural e ndcleo caudal do trato solitario. As fotomicrografias apresentadas
em Figura 10 representam as regides onde ocorreu a microdialise que compreendem a regiao
onde esta o subnucleo comissural do NTS rostro caudal entre -13.52 mm e -15.96 mm em
relacdo ao bregma, 0.1 mm - 0.3 mm lateral (distancia radial em relacdo ao canal central) e
também a regido do nucleo tegmental pedunculo pontino rostro caudal entre -7.08 e -7.68 mm
em relacdo ao bregma e 1.7 mm — 2.00 mm lateral (PAXINOS; WATSON, 2004)

Desta forma, baseados nas respostas fisiologicas que foram diferentes entre grupos
negativos (NTS rostral e dorsolateral/dorso medial e nicleo motor dorsal do vago — Figura 11)
e grupos positivos (NTS caudal adjacente ao canal central da medula Figurall) podemos

assumir que a microdialise atingiu a regido que compreende o NTS comissural.
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4.2 Estudo N° 2.: Sensibilidade de neuronios orexinérgicos ao CO2/H*

A sensibilidade dos neurdnios orexinérgicos ao CO2/H" ja foi demonstrada por estudos
que verificaram, in vivo, 0 aumento da expressao de Fos durante hipercapnia (BERQUIN et al.,
2000; DA SILVA et al., 2022; SUNANAGA et al., 2009; TEPPEMA et al., 1997) (BERQUIN
et al., 2000; DA SILVA et al., 2022; SUNANAGA et al., 2009; TEPPEMA et al., 1997) e, in
vitro, 0 aumento da taxa de disparo de neurdnios OX do hipotdlamo lateral em resposta a
acidificacdo. Além disso, a taxa de disparo desses neur6nios em resposta ao CO; é
profundamente afetada pelos niveis de O, (DERGACHEVA et al., 2016). A hipercapnia em
condigdes de hipoxia induz hiperpolarizagdo, rapido declinio até cessar a atividade desses
neurdnios, demonstrando que a hipercapnia e hipoxia tem efeito inibitdrio sobre os neurénios
OX.

A sensibilidade dos neurdnios OX ao pH extracelular foi testada pela primeira vez em
estudo de eletrofisiologia (WILLIAMS et al., 2007). Nesse estudo ,0s autores, a0 medirem as
taxas de disparo de neurénios orexinérgicos em 10% CO2 (90% N2) com os valores de pH de
7.02 a 25°C, em corrente-fixa e configuracdo whole-cell, verificaram que a acidificacéo
aumenta correntes despolarizantes e diminui a condutancia de membrana, mostrando, assim,
que a diminuicdo do pH extracelular altera excitabilidade de neurdénios OX do hipotalamo
lateral.

Anos mais tarde, Dergacheva e colaboradores (DERGACHEVA et al., 2016) mediram
correntes pos-sinapticas provenientes de neurénios OX usando voltagem fixa de - 80 mV com
configuracdo whole — cell e verificaram que a hipoxia combinada a hipercapnia (85% N2— 6%
02-9% COy), pH 7.1, altera a excitabilidade de neurdnios orexinérgicos inibindo sua atividade.
Tais resultados parecem contraditdrios aos observados por Williams et. al., (WILLIAMS et al.,
2007), o que nos fez levantar a hipdtese de que talvez exista uma heterogeneidade dos neurénios
orexinérgicos, no que diz respeito a quimiossensibilidade ao CO./H*, ou que talvez a
quimiossensibilidade dependesse dos niveis de Os.

Com relacédo aos estudos que consideram os niveis de O, é importante destacar que
neurdnios sdo altamente dependentes de oxigénio, devido a sua atividade glicolitica e
necessidade de preservacgdo dos estoques energéticos na forma de ATP. Em condicGes de andxia
durante a hipercapnia, as taxas de disparo de neurdnios do bulbo olfatorio sdo completamente
abolidas, o que ndo acontece quando a hipercapnia é empregada sozinha (FENG; SICK;
ROSENTHAL, 1990), demonstrando que sensibilidade ao CO2 depende dos niveis de Oz. Além
disso, diversos estudos tém reconhecido a importancia de se considerarem as condicGes

experimentais para avaliar com maior robustez os mecanismos moleculares que conferem aos
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neurdnios a quimiossensibilidade. Nesse sentido, a atividade dos neurdnios e correntes geradas
por eles, medidas em estudos eletrofisioldgicos, é altamente dependente da atividade de canais,
que por sua vez, dependem das condicBes experimentais, como: disponibilidade de nutrientes,
pH e O nas solugdes que banham os tecidos (JIANG; XIA; HADDAD, 1992). Assim, é
importante considerar que a hiperpolarizacdo, que pode ser observada durante o aumento de
COg, de fato, seja resultado de falhas na transmisséo sinéptica devido a deplecéo de O, hipoxia
ou andxia (FENG; SICK; ROSENTHAL, 1990; JIANG; XIA; HADDAD, 1992). Dessa forma,
0s niveis de oxigénio, ao influenciarem a atividade celular, podem influenciar a funcgéo
quimiossensivel de neurénios.

Em regides do tronco encefalico, neurdnios quimiossensiveis exibem respostas
polimodais a hipercapnia: estimulacdo, inibi¢éo e insensibilidade. No nucleo do trato solitario,
por exemplo, 86% dos neurbnios que apresentam juncdes comunicantes sdo estimulados por
fons H*, enquanto 14% sdo insensiveis (HUANG; ERLICHMAN; DEAN, 1997). Em animais
adultos, 57% dos neurdnios do NTS séo estimulados por CO», por outro lado, 19% séo inibidos
(NICHOLS et al., 2009). Na rafe bulbar 25% dos neurdnios serotoninérgicos sao estimulados
por acidose (HODGES; RICHERSON, 2008; WANG et al., 2001), ja no LC, 80% dos
neurdnios sdo quimiossensiveis (PINEDA; AGHAJANIAN, 1997).

Sem considerar a heterogeneidade entre subconjuntos distintos de neurdnios OX
estimulados, ndo-estimulados e inibidos pelo CO., os neurénios OX (Figura 31 e 33), em
conjunto, ndo pareciam apresentar sensibilidade consistente ao CO2. Entdo, revisamos nossas
considerac@es acerca das respostas observadas e separamos 0s neurdnios OX em: (1) neurénios
OX que apenas aumentaram suas taxas de disparo em resposta ao CO> (2) neurdnios que apenas
diminuiram ou (3) neurbnios OX que ndo responderam ao estimulo. A partir disso, nos
confirmamos diferencas estatisticamente significantes em neurdnios orexinérgicos estimulados,
ndo estimulados e insensiveis no hipotalamo, na area perifornicial (PFA) e no hipotalamo lateral
(LH) e verificamos que a atividade dos neurdnios OX compreendidos nessas duas regides esta
acoplada aos niveis de oxigénio (Figura 27 e 29).

Neste trabalho, 0 aumento da taxa de disparos dos neurdnios OX em resposta ao
estimulo de 10% de CO- em condigdes de hiperdxia, que caracteriza aumento de sua atividade,
mostrou que a acidificagdo extracelular estimula neurdnios orexinérgicos. Em contrapartida,
em condices de andxia o estimulo de 10% de CO: inibe predominantemente neurdnios
orexinérgicos.

Ainda com relagdo a quimiossensibilidade de grupos distintos de neurdnios

orexinérgicos, estudos anteriores voltaram sua atencdo apenas para a regido do hipotalamo
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lateral. Entretanto, sabemos que as regides mediais, incluindo o DMH e a PFA tém significativa
densidade de corpos celulares de neurdnios OX que se projetam para nucleos bulbares e
pontinos envolvidos no controle respiratorio (ARIMA; YOKOTA; FUJITANI, 2019; NAMBU
et al., 1999; PEYRON et al., 1998; THOMPSON; CANTERAS; SWANSON, 1996). Desta
forma, no presente estudo decidimos verificar neurdnios OX ndo apenas do LH, mas também
da éarea perifornicial. Sendo assim, observamos que, dentre os neurénios OX sensiveis ao CO,
0S que aumentam suas taxas de disparo durante anoxia estdo localizados majoritariamente na
area perifornicial (67%) (Figura 39 — A —a’). Em contrapartida, 0s que aumentam suas taxas
de disparo durante hiperdxia estéo localizados no hipotalamo lateral (72%) (Figura 39 — B - a’).
Com relacdo a diminuicdo nas taxas de disparo durante a hipercapnia em condi¢do de anoxia,
0s neuroénios inibidos estdo localizados no LH (100%), tal como previamente observado
(WILLIAMS et al., 2007) (Figura 39).

Neurénios que ndo respondem ao CO., considerados “insensiveis”, estdo distribuidos
tanto na area perifornicial quanto no hipotalamo lateral. Em condic6es de anodxia e hiperdxia,
75% e 44% dos neurbnios analisados sdo do hipotdlamo lateral e area perifornicial,
respectivamente, o que enfatiza a heterogeneidade funcional dessas regifes (Figura 39 e 40).
Embora consideremos essa distribuigdo relativa de neurdnios orexinérgicos envolvidos nas
respostas ao CO3, 0s neurdnios considerados insensiveis nesses experimentos, sao insensiveis
sob esse tipo de estimulacdo: 10% de CO, em condicGes de hiperdxia ou andxia. Portanto, ndo
excluimos a possibilidade de que eles possam ser quimiossensiveis sob outras concentracdes de
oxigénio.

A distribuicdo diferencial de neurbénios que podem ser estimulados, inibidos ou
insensiveis ao CO2 nas regifes que compreendem o hipotadlamo lateral e a area perifornicial,
evidencia a heterogeneidade funcional de neurdnios OX, tal como observada em trabalhos
anteriores  (HARRIS; WIMMER; ASTON-JONES, 2005; MILEYKOVSKIY;
KIYASHCHENKO; SIEGEL, 2005; SUNANAGA et al., 2009).

Trabalhos anteriores in vitro ja reportaram que a acidificacdo estimula ou inibe
diferentes neurdnios da mesma regido (DEAN et al.,, 1990; DEAN; PUTNAM, 2010b;
HUANG; ERLICHMAN; DEAN, 1997; MILES, 1983). No nucleo do trato solitario, 35% dos
neurdnios sao estimulados por hipercapnia (DEAN et al., 1990; MULKEY et al., 2001, 2003),
enquanto 30% sdo inibidos (HUANG; ERLICHMAN; DEAN, 1997). Além disso, esses
neurdnios estdo localizados nas porc¢des caudais do NTS (CONRAD et al., 2009; NICHOLS et
al.,, 2008). Nesse sentido, tal como em outras regibes quimiossensiveis, 0s neurbnios

orexinérgicos no LH e na PFA respondem as variacdes de CO. de maneira distintas. Esses
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resultados também complementam estudos funcionais acerca da contribuicdo do sistema
orexinérgico na modulacdo da quimiossensibilidade em animais em in vivo (DIAS; LI,
NATTIE, 2008, 2010, 2009; HAGAN et al., 1999; LI; NATTIE, 2010; VICENTE et al., 2016;
YOKOTA et al., 2016) incluindo estudos que verificaram a participacdo diferencial dos
neurdnios orexinérgicos localizados no hipotalamo lateral e na area perifornicial na respostas
ventilatorias ao CO2 (DA SILVA et al., 2022; SUNANAGA et al., 2009).

Em trabalhos anteriores (ICEMAN; RICHERSON; HARRIS, 2013; MULKEY et al.,
2004), a variacdo minima de 20% na frequéncia de disparos em resposta ao estimulo classificou
0s neurdnios como “sensiveis”. No presente trabalho, a porcentagem de mudanca nos potenciais
de acdo (100%) demonstrou de maneira indubitavel que os neurdnios OX registrados sao
sensiveis ao CO; e a atividade desses é dependente dos niveis de oxigénio. Em condicfes de
hiperodxia, sua atividade aumenta (100%) comparada a de neurdnios OX insensiveis (Figura
27). Em contrapartida, em condi¢des de anoxia, os neurdnios OX tem inibi¢do dos potenciais
de acdo (40%) quando comparados com neur6nios insensiveis e estimulados.

Curiosamente, quando verificamos os valores absolutos das taxas de disparo durante
hiperoxia, ndo observamos diferencas entre neurdnios insensiveis e estimulados por CO>
(Figura 33, 34, 36). Contudo, quando consideramos a porcentagem de variacao (A) observamos
mudanca de 100% nas taxas de disparo (Figura 27). Esse resultado pode ser explicado porque
considerando as variacGes e, ndo apenas os valores absolutos, normalizamos os valores, isto €,
consideramos a medida de variacdo em relacdo a um ponto de partida (linha de base) e, a partir
dele, a variacdo da taxa de disparo de cada neurdnio. Assim, no presente estudo, valores
normalizados a sua respectiva linha de base foram considerados para andlise confirmando as
diferencas estatisticas entre neurdnios sensiveis e insensiveis durante o estimulo por COs..

Com relacgdo a anoxia, a Figura 37 mostra as taxas de disparo de neurdnios insensiveis,
estimulados e inibidos verificamos que na condi¢do controle (normocapnia) ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre eles. Entretanto, em hipercapnia e durante a
recuperacdo, as taxas de disparo de neurdnios inibidos e estimulados e inibidos e insensiveis,
foi diferente, mesmo apresentando-se em valores absolutos. Esse resultado pode ser explicado
porque em anoxia, diferentemente da condigdo de hiperdxia, as variagbes sdo bruscas e
expressivas. Além disso, a recuperacdo dos niveis de atividade na maioria dos neurénios
analisados nessa condicdo so se deu de fato, apos o restabelecimento dos niveis de Oz (95%) ao
final do experimento (ndo mostrado), fornecendo na condic¢do de recuperagéo (5% de CO, —
95% de N2), valores muito menores comparado a condicdo controle (5% de CO2 — 95% de N>),

0 que possivelmente explica a diferenca estatisticamente significante entre eles.
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A Figura 38 mostra um tracado de um dos experimentos realizados em condicdes de
anoxia na presencga de blogueadores sinépticos. Esse protocolo teve a finalidade de medir a
capacidade intrinseca dos neurénios orexinérgicos de responder as varia¢fes de oxigénio.

Em andxia, observamos que as taxas de disparo dos neurdnios OX diminuem até
completa interrupcédo da atividade neuronial, que aumenta apenas ap0s o restabelecimento das
concentragdes de oxigénio. Condigdo de andxia combinada com bloqueadores sinépticos resulta
em diminuicdo até completa interrupcdo da atividade neuronial também; entretanto, essa
resposta parece ser abrupta e os niveis de atividade neuronial sO se restabelecem apos
recuperacdo dos niveis de Oz. O efeito de bloqueadores na solucéo extracelular foi registrado
em poucos neurdnios e apenas em condicBes de andxia, mas é um forte indicativo de que 0s
neurdnios orexinérgicos possam ser intrinsecamente quimiossensiveis, pois diante da inibicdo
de sinalizacdo por neurotransmissores locais esses neurdnios respondem com hiperpolarizagédo
que é reversivel. Entretanto, para fins de comparacédo e analise do ponto de vista quantitativo,
sd0 necessarias mais amostras de experimentos sob essas condicoes.

Até o presente momento, com os dados apresentados, podemos considerar que 0s
neurénios OX sédo sensiveis ao CO2, mas que os niveis locais de O influenciam a resposta ao
COa.

Propomos 0s seguintes possiveis mecanismos que poderiam explicar a dependéncia dos
niveis de Oz na quimiossensibilidade ao CO> dos neurdnios OX: (1) aferéncias sinapticas de
neurdnios regionais adjacentes sensiveis ao O2 podem modular a atividade de neurdnios
orexinérgicos; (2) os baixos niveis de oxigénio diminuem o metabolismo celular, o que pode
explicar em parte a auséncia ou diminuicdo das taxas de disparo na presenca de 10% de COo;
(3) influéncia dos astracitos, os quais podem atuar como sensores de Oz e influenciar a resposta
dos neurbnios OX quimiossensiveis vizinhos. Tais possiveis mecanismos devem ser
investigados em estudos futuros.

Até o presente momento, 0s resultados apresentados nos permitem sugerir que a
atividade quimiossensivel dos neurdnios orexinergicos € altamente dependente dos niveis de
O2. Possivelmente, baixos niveis O, afetam o metabolismo energético de neurbnios
orexinérgicos, o que esta diretamente relacionado a atividade de canais trocadores para Na*-H*
ou para K*™-H" que podem ser ativados durante o aumento de CO2, impedindo sua atividade
durante condigdes de anoxia. Por outro lado, 90% de O, condi¢do na qual esperamos o
aumento substancial de espécie reativas de oxigénio e de nitrogénio, o que poderia prejudicar
0s mecanismos moleculares pela geracdo de radicais livres e anios superdxido, ndo afetou a

atividade de neurdnios orexinérgicos em resposta ao COs.
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De maneira muito interessante, em astrdcitos na superficie ventral do bulbo, o aumento
dos niveis de ions HCO3™ em resposta a acidificacdo ativa trocadores de Na*- HCOs', causando
um influxo de Na* que por sua vez, ativa trocadores astrocitos Na*-Ca?*. O aumento de Ca?*
intracelular promove a liberacdo de ATP que provavelmente encontra seus receptores nas
regides adjacentes levando a excitabilidade neuronial (GOURINE et al., 2005; TUROVSKY et
al., 2016). E possivel que trocadores de Na'*-H* estejam envolvidos nas respostas
quimiossensiveis a nivel celular, bem como canais retificadores de K* que podem ser inibidos
pela diminuicdo do pH, consequentemente gerando liberacdo de ATP dos astrocitos locais, tal
como ja sabemos que ocorre no RTN (WENKER et al., 2010). Assim caracterizada, a
sinalizacdo purinérgica, via ATP, exerce papel importante na mediacdo de respostas de redes
neurais do circuito respiratério no tronco encefélico, tendo em vista que o bloqueio de
receptores purinérgicos na regiao ventro lateral do bulbo inibe respostas ao CO2 em neur6nios
individuais in vivo (SPYER; THOMAS, 2000) e a ventilag&o in vivo (GOURINE et al., 2005;
THOMAS et al., 1999; WENKER et al., 2012).

Além disso, a neurotransmissao purinérgica, que tem papel na regido do hipotadlamo
lateral/area perifornicial na modulacdo da resposta ao CO, (DA SILVA et al., 2018) in vivo,
pode ser importante para modular a funcdo quimiossensivel de neurdnios OX também em
condicGes de hipdxia ou andxia, 0 que poderia ser investigado em estudos futuros.

Outro aspecto importante acerca da alta sensibilidade dos neurénios OX ao CO:z € que,
em média, ap6s 1-2 minutos de exposicdo a anodxia, esses neurénios diminuem suas taxas de
disparo, o que também foi observado anteriormente por Degarcheva e colaboradores, em 2016
(DERGACHEVA et al., 2016). A hipdxia per se inibiu fortemente a atividade dos neurénios
por mecanismos que ativam possivelmente a hiperpolarizacdo de membrana nesses neurdnios
e, combinada com hipercapnia, foi fator limitante na conducdo de muito dos nossos protocolos
experimentais, ja que muitos neurdnios OX evoluiam para morte apds o estimulo de 10% CO-
+ anoxia, possivelmente por hiperpolarizacdo de membrana que ocasiona cessa¢ao completa de
sua atividade.

Esse efeito pode ser explicado também, porque diferentemente de outros 6rgdos, que
oxidam 4acidos graxos para obter energia, o encéfalo utiliza como fonte energética primaria
apenas a glicose, sendo altamente dependente desse substrato. Nesse sentido, tem sido proposto
que o metabolismo energético neuronal é dependente do transporte de lactato proveniente dos
astrocitos (BELANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011; PELLERIN et al., 1998). De
acordo com essa teoria, a glicose € primeiramente captada por astrocitos e convertida em

lactato, e este por sua vez, é oxidado nas mitocondrias dos neurénios (LUNDGAARD et al.,
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2015). Esse mecanismo sugere que a atividade de neurdnios é altamente dependente também
da atividade dos astrdcitos em captar glicose e converté-la em lactato. Assim, 0s astrocitos que
consumidores primarios de glicose, se sofrem alteracdo no metabolismo da glicose por deplecéo
de oxigénio, afetam o metabolismo e atividade de neurdnios, incluindo astrocitos e
possivelmente neurdnios orexinérgicos na regido do LH/PFA.

Os resultados apresentados neste estudo apontam para dire¢Oes que complementam o
estudo da sinalizacao orexinérgica como parte do circuito que contribui para a quimiorrecepcgao
central ao COy. Entretanto, outros estudos precisam ser realizados afim de verificar a
capacidade intrinseca dos neurbnios OX de gerar potenciais de acdo frente ao estimulo
hipercapnico em condigdes de normoxia, hiperdxia, hipoxia e anoxia.

Outros neurdnios quimiossensiveis localizados no locus coeruleus e na rafe bulbar no
tem sua atividade regulada pelo ciclo de luz (DIAS; LI; NATTIE, 2010; VICENTE et al., 2016)
e, portanto, ndo podemos descartar outros nlcleos que fazem parte dos circuitos neurais que
atuam na modulacdo do quimiorreflexo também tem essa funcionalidade dependente do ciclo
de luz e/ou do ritmo circadiano.

Vale considerar que neurbnios orexinérgicos se projetam densamente para regiGes que
controlam a ventilagdo localizadas no tronco encefélico (PEYRON et al., 1998), mas também
exibem comunicacGes reciprocas com o nucleo supraquiasmatico (NSQ) (MARSTON et al.,
2008), o reldgio circadiano encefalico. Embora os mecanismos moleculares ainda sejam poucos
explorados, 0s neurbnios orexinérgicos parecem limitar a expressao de genes-relégio, como
Period 1 — Per 1, que modula a neurotransmissao GABAérgica durante a fase inativa (dia) e
também canais de vazamento para K* na fase ativa (noite) do ciclo de luz (BELLE et al., 2014).

Por outro lado, a atividade ritmica dos neurénios orexinérgicos em regular o apetite, o
comportamento alimentar e 0 metabolismo é modulada pelo nucleo supraquiasmatico, por meio
do funcionamento da maquinaria celular dependente da atuacédo de genes-relogio (FEILLET et
al., 2017) como Clock, Npas2, Bmall, Perl1-2,Cryl-2,Rora-f-y € Rev-Erba-ff (TAKAHASHI,
LIN; SAKAI, 2008) expressos diferentemente ao longo do dia no NSQ e que influencia a
atividade ritmica dos neurénios orexinérgicos (DEBOER et al., 2004b; ZHANG et al., 2004).

Desta forma, estudos complementares sdo necessarios para que possamos entender
possiveis mecanismos moleculares envolvidos na quimiossensibilidade orexinérgica que
podem depender também dos ritmos circadianos regulados geneticamente pelo nucleo

supraquiasmatico.
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Figura 41. Possiveis mecanismos moleculares para explicar a sensibilidade dos
neurdnios orexinérgicos ao O2 e ao CO2/pH. Em condicdo de hipoxia (representacdo a
esquerda) a queda nos niveis de O diminui a disponibilidade de ATP. Canais de potassio
dependentes de ATP podem diminuir sua atividade levando ao efluxo de K*. Esse efeito pode
gerar hiperpolarizacdo de membrana, desativacdo neuronial até supressao de sua atividade. Em
condigdo de hipercapnia (representacdo a direita) a acidificacdo intracelular pode desencadear
ativacdo de canais trocadores que aumentam a permeabilidade ao Na". O aumento de Na*
intracelular que pode ativar canais de Ca?*, levando a liberagio de Ca?* aumenta a liberagéo de
neurotransmissores, nesse caso, as orexinas, e, portanto, esse seria um dos possiveis
mecanismos moleculares pelos quais poderiamos explicar o papel estimulatério dos neurdnios
orexinérgicos durante a ativacdo do quimiorreflexo central.

5 CONCLUSAO

Os resultados observados no presente estudo nos permite concluir que:

i. A sinalizacdo orexinérgica no NTSc, via receptores do tipo 1, contribui no
quimiorreflexo hipercapnico central em ratos acordados na fase clara-inativa.

ii. A sinalizagdo orexinérgica no nucleo tegmental peddnculo-pontino, via
receptores do tipo 1, contribui na modulagéo da resposta ventilatoria hipercapnica durante a
vigilia na fase clara do ciclo de luz.

iii. Neurdnios orexinérgicos sdo, de fato, quimiossensiveis.

iv. A atividade quimiossensivel dos neurbnios orexinérgicos depende dos niveis de
0.. O estimulo de 10% de CO2 em condi¢6es de hiperdxia estimula neurdnios orexinérgicos no
hipotdlamo lateral, enquanto 10% de CO2 em condices de andxia tém efeito

predominantemente inibitorio.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os avancos do conhecimento sobre controle central da ventilagdo tém aberto novos
horizontes no que diz o respeito a etiologia de multiplas doencas respiratérias. Disfungdes nos
geradores de ritmo, quimiorreceptores centrais ou até mesmo em mecanismos de plasticidade
respiratoria sdo observadas na apneia obstrutiva do sono, asfixia, e incapacidade de produzir
vigilia a partir do sono durante condigdes de elevado CO». Entender como os sinais advindos
da periferia para os quimiorreceptores centrais modulam o processamento das informacdes e
geram respostas adaptadas a cada condi¢cdo, pode prover estratégias € novos caminhos para o
tratamento/manejo de insuficiéncias respiratorias genéticas e associadas a lesdo do tronco

enceféalico, ansiedade e desordens respiratorias do sono.
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ANEXOS
ANEXO A
B :
LN esp Comissgo de Etica no Usa de Animais
UNIVERSIDADE ESTADAL PALLISTA Instituto de Biociéncias de Botucatu
CERTIFICADO

Certificamios que a proposta intitulada "Estudo de regides encefdlicas e mecanismaos neurais emeolvidos nas respostas respiratirias
em situacies de hipercapnia durante o sono e a vigilia.®, protocolada sab o CEUA n& 6766090620 poeott 3z, sob a responsabilidade
de Mirela Barras Dlas. 2 equipe; Bruno Salata; Eliandra Nunes da Siiva - gue envolve a producio, mamutencdo efou utilizagso de
animais pertencentes ao filks Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem], para fins de pesguisa cientifica ou ensing - estd de
acordo com a5 preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem cama com as
narmas editadas pelo Conselha Nacional de Controle da ExperimentacSo Animal (COMCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica
na Lisa de Animais do Universidade Estadual Paulista (IBBAUNESF) na reunio de 14/08/2020.

We certify that the propasal *Study of brain regions and neural mechanisms involved with respiratory responses in situations of
hypearcapnia during sleep and wakefulness. *, utilizing 184 Heteragenics rats (184 males), protocol number CEUA 6TEG090620 (o
walaz, under the responsibility of Mirela Barros Dias and team; Brune Safatar ENandra Nunes da Silva - which involves the
production, maintenance andjor use of animals belonging to the phylum Cherdata, subphylum Wertebrata {except human beings),
fior scientific reseanch purposes or teaching - is in acoordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2008, as
well as with tha rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation [CONCEA], and was approwved by the
Ethic Committes an Animal Use of thie 550 Paulo State Univiersity (IBB/UMESP) in the meeting of 09/14/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 082020 a D8/2022 Area: Cidncias Biologicas
Origem: Biotério Central da LNESP

Espécier  Ratos heterog@nicos sewn:  Machos idade: 45a 70 dias N: 184
Linhagem: Wistar Pesp: 2503 350g

Local do experimento: Na sala de registro de ventilagdo do Laboratdrio de Controle da Ventilag3e, do setor de Fisiclogia do
Departamento de Biologia Estrutural e Fundional.

Botucaty, 15 de sefembre de 2020

Prof. Dr. Wellerson Rodrign Scarand Praf. Dr. Bruno César Schimming
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss&o de Etica nio Uso de Animais
Universidade Estadual Paulista Universidade Estadual Paulista

Fosa Profl” Or. Anvifinlo Cielse Wageer Zanin, 350 - Distein de Fubiio junior - Bewad&P - CEF 18615633 - tel: 55 {14] 328040851
Herirlo de atendimeniz: 26 a £ das 2h ks 11030 - L4his 16 : email: os bidunesglbr
CEUA N 6755090620
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ANEXO B
PROTOCOLO CONTRA - COLORA(;AO COM TIONINA — TECNICA DE NISSL
Versdo Laboratdrio Controle da Ventilagao
Editado e adaptado por Eliandra a partir da versédo 19/07/2011 do Prof°. Anchieta

BATERIA: Fixador (paraformol 10%), alcoois, xilol, agua destilada (H-O p), tionina,

Permount ou DPX

ESOQUEMA DA BATERIA MONTADA

Tionina | H20 C:HsO Xilol | Xilol | Xilo
destilada 50% 70 95% | 95% | 100% | 100% | 100% || 1 1]
% | 1 | 1 11

+/ 30 min em fixador para Nissl (pode ser dispensada em casos bem fixados)
+ 1 min em élcool a 95% |

+ 1 min em élcool a 95% Il

« 1 min em alcool a 100% |

+ 1 min em alcool a 100% II

« 1 min em élcool a 100% I1I

+ 3 min em xilol |

+ 3 minem xilol Il

+ 3 minem xilol |

+ 1 min em alcool a 100% I11

+ 1 min em alcool a 100% II

+ 1 min em élcool a 100% |

« 1 min em élcool a 95% Il

+ 1 min em alcool a 95% I

« 1 min em élcool a 70%

+ 1 min em élcool a 50%

+/ 1 min em tionina (tionina “velha” — deixar mais tempo)

+ 10 mergulhos em H20 p para retirar 0 excesso do corante
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+ élcool a 50%
Imersdo e emersdo rapidamente

+ élcool a 70% (Aprox. 7 s de imerséo cada &lcool)
 alcool a 95% | Controle visual

Ideal ao final: bordas/estruturas definidas; com contraste
+ alcool a 95% I entre si e “azul bic”

+ élcool a 100% |
« élcool a 100% 11
« élcool a 100% I11

+ 3 min em xilol |
+ 3 min em xilol Il
+ 3 min em xilol 111

« Cobrir com laminas e Permount

Tionina: Filtrar antes de usar (molhar o papel de filtro com agua destilada)
Usar funil proprio (risco de manchar o de procedimentos comuns do laboratério)

Deixa-la na estufa até a hora de usar (quanto mais quentinha melhor)

Permount: Se precisar diluir colocar xilol

H20 b: aparelho do Anchieta ao lado esquerdo da capelal’] apertar SIM, pegar a quantidade necessaria, SIM

para parar

FIXADOR: Aquecer 1 L de PBS (0,1 M) a 60-65°C, colocar 4 g de NaOH, 40 g de paraformol
(90%), esperar esfriar e conservar a 4°C, filtrar e acertar o pH a 7.4.

TIONINA: Usar frasco alto, agitar e aquecer a 60°C 200 ml de H20 p, 12 ml de 4cido acético
glacial, 1,44 g de NaOH, completar para 1L, adicionar lentamente 2,5 g de tionina, ferver por

45 min, filtrar em frasco escuro, armazenar a 37° C (estufa), filtrar antes de usar.
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ANEXO C

PROTOCOLO DE GENOTIPAGEM
Kit Sigma REDEXxtract-n-AMP para genotipagem seguindo de perto o protocolo do fabricante.
Abaixo estd 0 mesmo protocolo reescrito e ligeiramente alterado de acordo com a forma como
0 otimizamos.
Reagentes
- Solucéo de extracao (Cat. No. E7526-24mL)
- Solucéo de preparacéo de tecidos (Cat. No. T3073-30mL)
- Solugéo de neutralizagdo B (Cat. No. N3910-24mL) Mistura de reacdo de PCR REDEXxtract-
N-Amp (Cat. No. R4775)
- 1X tampdo TAE (receita para 50X abaixo, adicione 20 mL e preencha até 1000 mL com
ddH-O para fazer 1X)
- Agua sem nucleasse
- Receita de buffer 50X TAE
- Por litro de agua: 2429 de base Tris (Sigma T1503), 57,1 mL de &cido acético glacial, 37,29
Na EDTA 2H;0 (Fisher, 02793)
Etapa 1: Extragdo de DNA para caudas de camundongos
Tissue preparation (TP) + Extraction (EX)
- Faca uma mistura mestre com 12,5 uL de solugédo de preparacéo de tecidos e 50 uL de solucéo
de extracdo por cauda de rato. Aliquota de 62,5 puL da mistura em tubos de tira PCR.
- Rotule cada tubo de tira PCR com base no sistema de numeracdo do caderno. Molhe uma
toalha de papel com ddH:O e outra com EtOH 70%. Usando uma pinga, transfira uma cauda ao
seu tubo PCR correspondente, garantindo que ele afunde e fique completamente coberto
- Apos a transferéncia, limpe a pinga com EtOH e depois agua e continue. = Ap0s todas as
caudas terem sido transferidas para os tubos PCR, mova todos os tubos PCR para o
Termociclador e execute o protocolo "Extracdo™ (95°C para testes, 4°C de espera).
= Ap0s o término do protocolo, adicione 50 pl de Tampao de Neutralizagdo B a cada tubo e
agite no vortex para misturar.
Observacao
= Devolva -100 pL da mistura de extracdo de volta ao tubo rotulado apropriado onde a cauda
costuma ficar. Guarde os tubos de PCR com caudas para o caso de precisar extrair 0 DNA

novamente.
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Etapa 2: Amplificagdo por PCR

= Descongelar primers. Configure os tubos para todas as reaces de PCR necessarias e rotule
adequadamente.

= Preparar a mistura mestre para reacdo individual do tubo de PCR de acordo com o seguinte:
ddH20 4 pL/tubo

Primer 1— 8 pL/primer/tubo Primer 2— 8 pL/primer/tubo

- Aliquota de 4 uLL de DNA de cada tubo de DNA extraido em seu tubo de PCR correspondente.
= Depois de concluido, coloque no Termociclador e execute o protocolo "Jax Standard" (leva
aproximadamente 1,5 horas).

Etapa 3: eletroforese em gel

- Enquanto o PCR estiver em execucao, faca um gel de agarose de 1,5% usando 1,5 g de agar
de grau molecular em 100 mL de solu¢do 1XTAE em um copo marcado.

- Consegue segurar a mao enluvada no fundo do copo por 10 segundos.

Solucgdo: micro-ondas até ficar transparente. Deixe esfriar um pouco, colocando &gua fria na
parte externa do copo até pipetar 6 puL de EtBr em solucédo de agar liquido.

—Configure o molde de gel e os suportes de poco. Despeje a solugdo de agar + EtBr no molde
de gel. Enxéague rapidamente o copo com &gua fria para evitar o acimulo de agar antigo no
fundo do vidro.

— Usando a ponta de uma pipeta, estoure quaisquer bolhas no gel. O gel deve estar sélido em
-20 minutos.

— Remova o gel do suporte e mova-0 para a cdmara de eletroforese. Certifique-se de que 1X
TAE esteja cobrindo todo o gel. = Aliquotas entre 10-15 pL de produto de PCR em cada poco
do gel, economizando espaco em cada linha para um ultimo DNA.

=>Ligue 0 médulo de eletroforese Biorad. Entrada 100V por 1 minuto. Coloque a tampa bem
fechada e execute o protocolo. Mude a tensdo para 85V por 35 minutos. Clique no botdo

Executar.

Etapa 4: Gel de imagem

Remova o gel da camara de eletroforese e coloque em um recipiente vermelho. Traga luvas
extras para o leitor de gel.

No leitor de gel, certifique-se de que Brometo de Etidio esteja selecionado na aplicacéo.
Coloque o gel na bandeja e feche. Clique no botdo "Posicionar Gel" e certifique-se de que o gel
esteja no local correto para geragdo de imagens.

Cligue no botdo "Imagem" e espere a maquina tirar a imagem.
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= Agora vocé pode editar a imagem como quiser/manter igual. Imprima uma copia para seus
registros e salve na pasta da area de trabalho (Mulkey Lab) como backup.

= Remova o gel do leitor e limpe o vidro com &gua.

= Colocar o gel em balde especifico de EtBr de 20 galdes. Enxague o suporte de gel de plastico
transparente com agua antes de secar.

= Descarte todos os tubos de reacdo PCR. Salve os tubos de gDNA extraidos para PCR futuro

no freezer.
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ANEXO D
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do efeito da microdialise de
antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1 (SB-334867) no nucleo tegmental pedinculo-
pontino (NTgPP) na ventilagdo em ar ambiente (normocapnia) e 7% de CO2 (hipercapnia) na
fase clara do ciclo diurno durante a vigilia (D’) e durante o sono (D”)
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Table Analyzed

Two-way RM ANOVA
Assume sphericity?
Alpha

Source of Variation
Time x Treatment
Time
Treatment
Subject

ANOVA table
Time X Treatment
Time
Treatment
Subject
Residual

Difference between row means
Mean of Row 1
Mean of Row 2
Difference between means
SE of difference
95% CI of difference

Difference between column means
Mean of aCSF
Mean of SB
Difference between means
SE of difference
95% CI of difference

Interaction CI
Mean diff, Al - B1
Mean diff, A2 - B2

(Al -Bl)- (A2 - B2)
95% CI of difference
(B1- Al)- (B2 - A2)
95% CI of difference

Data summary
Number of columns (Treatment)
Number of rows (Time)
Number of subjects (Subject)
Number of missing values

VE-vigilia

Matching: Stacked
Yes
0,05

% of total variation
0,4476
96,88
0,7819
1,554

SS
27614
5976550
48234
95841
20582

47,7
1970
-1222
29,28
-1294 10 -1151

1414
1304
109,8
63,19
-44,82 t0 264,4

26,72
192,9
-166,2
-309,5 to -22,86
166,2
22,86 to 309,5

O oNdDN

P value P value summary

0,0297 *
<0,0001 FrAx
0,1329 ns
0,0416 *
DF MS
1 27614
1 5976550
1 48234
6 15974
6 3430

Significant?
Yes
Yes
No
Yes

F (DFn, DFd) P value
F (1, 6) = 8,050 P=0,0297
F (1, 6)=1742 P<0,000]
F (1, 6) = 3,020 P=0,1329
F (6, 6) = 4,657 P=0,0416
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Compare each cell mean with the other cell mean in that row

Number of families 1
Number of comparisons per family 2
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% CI of diff, Significant? Summary Adjusted P Value
aCSF - SB
Row 1 26,72 -151,6 to 205,0 No ns >0,9999
Row 2 192,9 14,60 to 371,2 Yes * 0,0339
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 t DF
aCSF - SB
Row 1 761,1 7343 26,72 69,65 4 4 0,3837 12
Row 2 2066 1874 192,9 69,65 4 4 2,77 12
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D”
Table Analyzed VE-sono2
Two-way RM ANOVA Matching: Stacked
Assume sphericity? Yes
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Time x Treatment 0,1175 0,4756 ns No
Time 94,71 <0,0001 Fkkk Yes
Treatment 0,5178 0,3786 ns No
Subject 3,44 0,116 ns No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time x Treatment 5554 1 5554 F (1, 6) = 0,5788 P=0,4756
Time 4477380 1 4477380 F (1, 6) = 466,6 P<0,0001
Treatment 24479 1 24479 F (1, 6) = 0,9032 P=0,3786
Subject 162622 6 27104 F (6, 6) = 2,824 P=0,1160
Residual 57576 6 9596
Difference between row means
Mean of Row 1 687,5
Mean of Row 2 1746
Difference between means -1058
SE of difference 48,98

95% CI of difference

Difference between column means

Mean of aCSF
Mean of SB
Difference between means
SE of difference
95% CI of difference

Interaction Cl
Mean diff, Al - B1
Mean diff, A2 - B2

(Al1-B1)- (A2 - B2)
95% CI of difference
(B1- Al)- (B2-A2)
95% CI of difference

Data summary
Number of columns (Treatment)
Number of rows (Time)
Number of subjects (Subject)
Number of missing values

-1178 t0 -938,1

1256
1177
78,23
82,32
-123,210 279,6

40,97
115,5
-74,52
-314,2 10 165,2
74,52
-165,2 to 314,2

O 00NN
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Compare each cell mean with the other cell mean in that row

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Bonferroni's multiple comparisons test
aCSF - SB
Row 1
Row 2
Test details
aCSF - SB

Row 1
Row 2

Mean Diff, 95,00% CI of diff, Significant?

40,97
1155

Mean 1

708
1803

Summary  Adjusted P Value

-204,2 to 286,2 No ns >0,9999
-129,7 to 360,7 No ns 0,5023
Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 t
667 40,97 95,79 4 4 0,4277
1688 1155 95,79 4 4 1,206

DF

12
12
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ANEXO E
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das andlises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do efeito da microdialise do
antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1 (SB-334867) no nucleo tegmental pedinculo-
pontino (NTgPP) na ventilacdo em ar ambiente (normocapnia) e 7% de CO> (hipercapnia) na

fase escura do ciclo diurno durante a vigilia.
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Table Analyzed

Two-way RM ANOVA
Assume sphericity?
Alpha

Source of Variation
Time x Treatment
Time
Treatment
Subject

ANOVA table
Time x Treatment
Time
Treatment
Subject
Residual

Difference between row means
Mean of Row 1
Mean of Row 2
Difference between means
SE of difference
95% CI of difference

Difference between column means
Mean of aCSF
Mean of SB
Difference between means
SE of difference
95% ClI of difference

Interaction ClI
Mean diff, Al - B1
Mean diff, A2 - B2

(A1 -B1) - (A2 - B2)
95% CI of difference
(B1-Al)-(B2- A2
95% ClI of difference

Data summary
Number of columns (Treatment)
Number of rows (Time)
Number of subjects (Subject)
Number of missing values

VE-vigilia

Matching: Stacked
Yes
0,05

% of total variation
0,1207
93,91
0,2424

4,12

SS
6712
5223262
13480
229131
89262

800,4
1822
-1022
47,24
-11311t0-913,1

1337
1285
51,92
75,69
-122,6 t0 226,5

88,56
15,28
73,28
-144,6 10 291,1
-73,28
-291,1t0 144,6

10

P value
0,4603
<0,0001
0,5121
0,102

DF

0 0k -

P value summary

ns
Kkkk

ns

ns

MS
6712
5223262
13480
28641
11158

Significant?
No
Yes
No
No

F (DFn, DFd)
F (1, 8) = 0,6016
F (1, 8) = 468,1
F (1, 8) = 0,4706
F (8, 8) = 2,567

P value
P=0,4603
P<0,0001
P=0,5121
P=0,1020
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Compare each cell mean with the other cell mean in that row

Number of families

1
Number of comparisons per family 2
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff, ~ 95,00% CI of diff, ~ Significant? Summary Adjusted P Value
aCSF - SB
Row 1 88,56 -132,1 to 309,2 No ns 0,6713
Row 2 15,28 -205,3 t0 235,9 No ns >0,9999
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 t DF
aCSF - SB
Row 1 8446 756,1 88,56 89,22 5 5 0,9926 16
Row 2 1830 1815 15,28 89,22 5 5 0,1713 16
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ANEXO F
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do efeito da microdialise do
antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1 (SB-334867) no nucleo comissural do NTS

na ventilagdo (normocapnia) e 7% de CO: (hipercapnia) durante a fase clara do ciclo diurno.

Table Analyzed VE-vigilia

Two-way RM ANOVA Matching: Stacked

Assume sphericity? Yes
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Time x Treatment 0,6398 0,2989 ns No
Time 85,85 <0,0001 falaieied Yes
Treatment 3,002 0,0368 * Yes
Subject 5,179 0,5176 ns No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time X Treatment 50077 1 50077 F(1,10)=1,201 P=0,2989
Time 6719286 1 6719286 F(1,10)=161,1 P<0,0001
Treatment 234973 1 234973 F(1,10)=5,796  P=0,0368
Subject 405379 10 40538 F (10, 10)=0,9718 P=0,5176
Residual 417121 10 41712

Difference between row means

Mean of Row 1 845
Mean of Row 2 1903
Difference between means -1058
SE of difference 83,38
95% CI of difference -1244 10 -872,5

Difference between column means

Mean of aCSF 1473
Mean of SB 1275
Difference between means 197,9
SE of difference 82,2
95% CI of difference 14,75 to 381,0

Interaction ClI

Mean diff, Al - B1 106,5
Mean diff, A2 - B2 289,3
(A1-B1)- (A2- B2) -182,7
95% CI of difference -554,3 t0 188,8
(B1- Al)- (B2- A2) 182,7
95% CI of difference -188,8 to 554,3
Data summary
Number of columns (Treatment) 2
Number of rows (Time) 2
Number of subjects (Subject) 12

Number of missing values 0
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Compare each cell mean with the other cell mean in that row

Number of families 1
Number of comparisons per family 2
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% CI of diff, Significant? Summary  Adjusted P Value

aCSF - SB
Row 1 106,5  -177,210390,2 No ns 0,7474
Row 2 289,3 5,547 to 573,0 Yes * 0,0452

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 t DF

aCSF - SB
Row 1 898,2 791,7 106,5 1171 6 6 0,9099 20
Row 2 2048 1759 289,3 1171 6 6 2,47 20
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Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores

estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das andlises do efeito da microdialise de

SB-334867 fora do NTS comissural (grupo peri-NTSc) ndo tem efeito na resposta ventilatoria

durante a vigilia na fase clara.

Table Analyzed

Two-way RM ANOVA
Assume sphericity?
Alpha

Source of Variation
Time x Treatment
Time
Treatment
Subject

ANOVA table
Time x Treatment
Time
Treatment
Subject
Residual

ifference between row means
Mean of Row 1
Mean of Row 2
Difference between means
SE of difference
95% ClI of difference

ference between column means
Mean of aCSF
Mean of SB
Difference between means
SE of difference
95% ClI of difference

Interaction ClI
Mean diff, Al - B1
Mean diff, A2 - B2

(Al -Bl) - (A2 - B2)
95% ClI of difference
(B1-Al)- (B2- A2)
95% ClI of difference

Data summary
bmber of columns (Treatme
Number of rows (Time)
Number of subjects (Subjec
Number of missing values

VE-vigilia

Matching: Stacked
Yes
0,05

% of total variation
0,005475
79,67
0,03063
11,78

SS
437,7
6369099
2448
942150
680460

743,5
1774
-1030
106,5
-1268 to -793,0

1249
1269
-20,2
1253
-299,4 t0 259,0

-11,66
-28,74
17,08
-457,510 491,6
-17,08
-491,6 to 457,5

12

P value
0,9377
<0,0001
0,8751
0,3083

DF
1
1
1

10

10

P value summary
ns
*kkk
ns
ns

MS
437,7
6369099
2448
94215
68046

Significant?
No
Yes
No
No

F (DFn, DFd)
F (1, 10) = 0,006432
F (1, 10) = 93,60
F (1, 10) = 0,02599
F (10, 10) = 1,385

P value
P=0,9377|
P<0,0001]
P=0,8751]
P=0,3083
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Number of families

1
Number of comparisons per family 2
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% CI of diff, Significant? Summary  Adjusted P Value
aCSF - SB
Row 1 -11,66 -410,1 to 386,8 No ns >0,9999
Row 2 -28,74 -427,2 t0 369,7 No ns >0,9999
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 t DF
aCSF - SB
Row 1 7376 749,3 -11,66 164,4 6 6 0,0709 20
Row 2 1759 1788 -28,74 164,4 6 6 0,1748 20
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Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do efeito da microdialise de
SB-334867 fora do NTS comissural (grupo peri-NTSc) ndo tem efeito na resposta ventilatoria

durante o sono na fase clara.

Table Analyzed

Two-way RM ANOVA

95% CI of difference

Difference between column means

95% CI of difference

Data summary
Number of columns (Treatment)
Number of rows (Time)
Number of subjects (Subject)
Number of missing values

VE-sono

Matching: Stacked

-1572 10 -419,5

Mean of aCSF 1244
Mean of SB 1155
Difference between means 88,67
SE of difference 138,5
95% ClI of difference -507,5 to 684,8
Interaction CI
Mean diff, Al - B1 30,55
Mean diff, A2 - B2 146,8
(A1-B1)- (A2-B2) -116,2
95% ClI of difference -1268 to 1036
(B1- Al)- (B2- A2) 116,2

-1036 to 1268

o B~ NN

Assume sphericity? Yes
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Time x Treatment 0,2538 0,7066 ns No
Time 74,47 0,0176 * Yes
Treatment 0,5906 0,5877 ns No
Subject 2,884 0,4829 ns No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time X Treatment 5067 1 5067 F(1,2)=0,1884 P=0,7066
Time 1486843 1 1486843 F(1,2)=5529 P=0,0176
Treatment 11792 1 11792 F(1,2)=0,409c P=0,5877
Subject 57588 2 28794 F(2,2)=1,071 P=0,4829
Residual 53785 2 26893
Difference between row means
Mean of Row 1 701,5
Mean of Row 2 1697
Difference between means -995,6
SE of difference 133,9




Compare each cell mean with the other cell mean in that row

Number of families

Number of comparisons per family

Alpha

Bonferroni's multiple comparisons test

aCSF - SB
Row 1
Row 2

Test details

aCSF - SB

Row 1
Row 2

0,05

Predicted (LS) mean diff,

30,55
146,8

Predicted (LS) mean 1

716,8
1770

95,00% CI of diff, Significant?
-642,9 to 704,0 No
-526,7 t0 820,3 No

Predicted (LS) mean 2 ficted (LS) mean

686,2 30,55
1624 146,8

Summary

ns
ns

SE of diff,

192,7
192,7

136

Adjusted P Value

>0,9999

0,9772
N1 N2 t
1 3 0,1585
1 3 0,7618

DF
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ANEXO G
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do efeito da microdialise do
antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1 (SB-334867) na regido caudal do NTS na

ventilagdo (normocapnia — hipéroxia — 50% de O2) e 7% de CO- (hipercapnia — hipéroxia —

50% de O2) durante a fase clara do ciclo diurno.

Table Analyzed

Two-way RM ANOVA

95% ClI of difference

Difference between column means

95% ClI of difference

Interaction ClI

95% CI of difference

VE-vigilia

Matching: Stacked

-1218 to0 -968,4

Mean of aCSF 1403
Mean of SB 1158
Difference between means 2449
SE of difference 107,6

-3,222 10 493,1

Mean diff, Al - B1 128,8

Mean diff, A2 - B2 361,1
(A1-Bl)- (A2-B2) -232,3
95% CI of difference -482,2t0 17,61
(B1-Al)- (B2-A2) 232,3

-17,61 t0 482,2

Data summary
Number of columns (Treatment) 2
Number of rows (Time) 2
Number of subjects (Subject) 10
Number of missing values 0

Assume sphericity? Yes
Alpha 0,05
Source of Variation 9% oftotal variation P value P value summary Significant?
Time x Treatment 0,974 0,0644 ns No
Time 86,31 <0,0001 Fkkk Yes
Treatment 4,331 0,0524 ns No
Subject 6,688 0,0347 * Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time x Treatment 67450 1 67450 F(1,8)=4,595 P=0,0644
Time 5977319 1 5977319 F(1,8)=407,2 P<0,0001
Treatment 299916 1 299916 F(1,8)=5180 P=0,0524
Subject 463152 8 57894 F(8,8)=3944 P=0,0347
Residual 117438 8 14680
Difference between row means
Mean of Row 1 734,2
Mean of Row 2 1828
Difference between means -1093
SE of difference 54,18
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Compare each cell mean with the other cell mean in that row

Number of families 1
Number of comparisons per family 2
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% ClI of diff, Significant? ~ Summary  Adjusted P Value

aCSF - SB
Row 1 128,8 -169,2 to 426,7 No ns 0,602
Row 2 361,1 63,14 to 659,0 Yes * 0,0171

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff,  SE of diff, N1 N2 t DF

aCSF - SB
Row 1 798,6 669,8 128,8 120,5 5 5 1,069 16
Row 2 2008 1647 361,1 120,5 5 5 2,997 16
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ANEXOH
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do efeito da microdialise do
antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1 (SB-334867) no NTS caudal na ventilacédo
em (normocapnia — hipéroxia — 93% de O-) e hipercapnia (93% de CO>) na fase escura do ciclo

diurno durante a vigilia (H’) e durante o sono (H”’).
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Table Analyzed

Two-way RM ANOVA
Assume sphericity?
Alpha

Source of Variation
Time X Treatment
Time
Treatment
Subject

ANOVA table
Time X Treatment
Time
Treatment
Subject
Residual

Difference between row means
Mean of Row 1
Mean of Row 2
Difference between means
SE of difference
95% CI of difference

Difference between column means
Mean of aCSF
Mean of SB
Difference between means
SE of difference
95% CI of difference

Interaction CI
Mean diff, Al - B1
Mean diff, A2 - B2

(Al1-B1)- (A2-B2)
95% CI of difference
(B1- Al)- (B2- A2)
95% CI of difference

Data summary
Number of columns (Treatment)
Number of rows (Time)
Number of subjects (Subject)
Number of missing values

VE-vigilia - CAUDAL

Matching: Stacked
Yes
0,05

% of total variation
0,5785
75,83
0,9015
19,33

SS
38712
5074588
60326
1293587
224868

826,4
1746
-919,7
61,22
-1056 to -783,2

1336
1236
100,3
146,8
-226,9 to 427,4

19,95
180,6
-160,6
-433,510112,2
160,6
-112,2 to 433,5

N

12

P value P value summary Significant?
0,2188 ns No
<0,0001 falaleded Yes
0,5102 ns No
0,0053 *x Yes
DF MS F (DFn, DFd)
1 38712 F(1,10)=1,722
1 5074588 F (1, 10) = 225,7
1 60326 F (1, 10) = 0,4663
10 129359 F (10, 10) = 5,753
10 22487
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Compare each cell mean with the other cell mean in that row

Number of families 1
Number of comparisons per family 2
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff,  95,00% CI of diff, Significant? Summary Adjusted P Value
aCSF - SB
Row 1 19,95 -365,5 to 405,4 No ns >0,9999
Row 2 180,6 -204,9 to 566,1 No ns 0,5394
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 t DF
aCSF - SB
Row 1 836,4 816,4 19,95 159,1 6 6 0,1254 20
Row 2 1836 1656 180,6 159,1 6 6 1,135 20
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Table Analyzed

Two-way RM ANOVA
Assume sphericity?
Alpha

Source of Variation
Time x Treatment
Time
Treatment
Subject

ANOVA table
Time X Treatment
Time
Treatment
Subject
Residual

Mean of Row 1
Mean of Row 2
Difference between mean:
SE of difference
95% CI of difference

Mean of aCSF
Mean of SB
Difference between mean:
SE of difference
95% CI of difference

Interaction ClI
Mean diff, Al - B1
Mean diff, A2 - B2

(A1-B1)- (A2 - B2)
95% CI of difference
(B1-Al)-(B2- A2)
95% CI of difference

Data summary
mber of columns (Treatmx
Number of rows (Time)
umber of subjects (Subjet
Number of missing values

VE-sono - CAUDAL

Matching: Stacked
Yes
0,05

% of total variation
0,3287
93,54
0,01042
2,539

SS
6759
1923481
2144
52223
40832

flerence between row means

636,2
1531
-895,2
75,31
-1135 to -655,6

trence between column means

1089
1079
9,451
85,17
-261,6 to 280,5

-43,62
62,52
-106,1
-585,510 373,2
106,1
-373,2 10 585,5

o oD

P value P value summary

0,5318 ns
0,0013 *x
0,9186 ns
0,4223 ns
DF MS
1 6759
1 1923481
1 2144
3 17408
3 13611

Significant?
No
Yes
No
No

F (DFn, DFd)

F (1, 3) = 0,4966
F(1,3)=141,3
F (1, 3)=0,01231
F(3,3)=1,279

P value
P=0,5318
P=0,0013
P=0,9186
P=0,4223
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Compare each cell mean with the other cell mean in that row

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Bonferroni's multiple comparisons test
aCSF - SB
Row 1
Row 2
Test details
aCSF - SB

Row 1
Row 2

Predicted (LS) mean diff,

-43,62
62,52

Predicted (LS) mean 1

614,4
1563

95,00% ClI of diff,

-381,110293,9
-275,0 to 400,0

Predicted (LS) mean 2

658
1500

Significant?

No
No

Predicted (LS) mean diff,

-43,62
62,52

Summary

ns
ns

SE of diff,

1137
1137

Adjusted P Value

>0,9999
>0,9999
N1 N2 t
2 3 0,3837
2 3 0,5499

DF
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ANEXO I
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das andlises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do efeito da microdialise de
veiculo (I’) e de antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1 (SB-334867) (II’) no NTS
caudal na ventilagdo em (normocapnia) e hipercapnia (7% de COz) em hipéroxia (50% de Oz e
93% de O>) durante a vigilia na fase clara do ciclo diurno.
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Table Analyzed

Two-way RM ANOVA
Assume sphericity?
Alpha

Source of Variation
Time x Treatment
Time
Treatment
Subject

ANOVA table
Time x Treatment
Time
Treatment
Subject
Residual

Mean of Row 1
Mean of Row 2
Difference between mean
SE of difference
95% ClI of difference

Mean of 50% de O,
Mean 0f 93% de O,
Difference between mean
SE of difference
95% CI of difference

Interaction CI
Mean diff, Al - B1
Mean diff, A2 - B2

(Al -Bl) - (A2 - B2)
95% CI of difference
(B1- Al)- (B2 - A2)
95% CI of difference

Data summary
mber of columns (Treatm
Number of rows (Time)
umber of subjects (Subje:
Number of missing values

VE-vigilia - comparacéo - veiculo

Matching: Stacked
Yes
0,05

% of total variation
0,1986
89,17
0,04511
5,995

SS
16207
7276625
3681
489216
376742

fference between row means

838,8
1994
-1155
87,6
-1353 t0 -956,8

rence between column means

1403
1429
-25,98
99,83
-251,8 10 199,8

-80,49
28,53
-109
-505,4 to 287,3
109
-287,3 t0 505,4

11

P value
0,5492
<0,0001
0,8006
0,3517

DF

© © R R

P value summary Significant?
ns No
*kkk Yes
ns No
ns No
MS F (DFn, DFd) P value
16207 F(1,9)=0,3872 P=0,5492
7276625 F(1,9)=173,8 P<0,0001

3681 F (1,9)=0,06771 P=0,8006
54357 F(9,9)=1,299 P=0,3517
41860
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Compare each cell mean with the other cell mean in that row

Number of families

Number of comparisons per family

Alpha

Bonferroni's multiple comparisons test

50% de O, - 93% de O,
Row 1
Row 2

Test details

50% de O, - 93% de O,
Row 1
Row 2

Predicted (LS) mean diff,

-80,49
28,53

Predicted (LS) mean 1

798,6
2008

95,00% CI of diff, Significant?
-405,2 to 244,2 No
-296,2 to 353,3 No

Predicted (LS) mean 2 :dicted (LS) mean

879,1 -80,49
1980 28,53

Summary

ns
ns

SE of diff,

132,8
132,8

usted P Value
>0,9999
>0,9999
N1 N2 t
5 6 0,606
5 6 0,2148

DF

18
18
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Assume sphericity?
Alpha

Source of Variation
Time x Treatment
Time
Treatment
Subject

ANOVA table
Time X Treatment
Time
Treatment
Subject
Residual

Difference between row means

Mean of Row 1
Mean of Row 2

Difference between means

SE of difference

95% CI of difference

Difference between column means
Mean of 50% de O,

Mean of 93% de O,
Difference between means

SE of difference

95% CI of difference

Interaction CI
Mean diff, Al - B1
Mean diff, A2 - B2

(A1-B1)- (A2 - B2)
95% ClI of difference
(B1-Al)- (B2-A2)
95% ClI of difference

Yes
0,05

% of total variation P value

0,002435 0,9455
86,1 <0,0001

1,242 0,2558

7,587 0,218

SS DF
145,8
5153965
74325
454189
265479

© © Rk R

730,8
1703
-972,1
73,54
-1138 to -805,7

1158
1275
-116,7
96,19
-334,3 10 100,9

-121,9
-111,6
-10,34
-343,110322,4
10,34
-322,410 343,1

Data summary
Number of columns (Treatment) 2
Number of rows (Time) 2
Number of subjects (Subject) 11

Number of missing values 0

P value summary
ns
*khkk
ns
ns

MS
145,8
5153965
74325
50465
29498

Significant?
No
Yes
No
No

F (DFn, DFd)

F (1, 9) = 0,004942
F(1,9)=174,7
F(1,9)=1,473
F(9,9=1711

P value
P=0,9455
P<0,0001
P=0,2558
P=0,2180




148

Compare each cell mean with the other cell mean in that row

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Bonferroni's multiple comparisons test
50% de O, - 93% de O,
Row 1
Row 2
Test details
50% de O, - 93% de O,

Row 1
Row 2

Predicted (LS) mean diff,

-121,9
-1116

Predicted (LS) mean 1

669,8
1647

95,00% CI of diff,

-417910 174,1
-407,6 to 184,5

Predicted (LS) mean 2

791,7
1759

Significant?

Predicted (LS) mean diff,

-121,9
-1116

Summary

ns

SE of diff,

1211
1211

Adjusted P Value

0,6547
0,7381

N1

N2

6

1,007
0,9214

DF

18
18
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ANEXO J
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises da comparacéo do efeito da
microdialise de veiculo no NTgPP, no NTS caudal, no NTSc durante ventilagio em

normocapnia (0% de CO2) em 21% e 50% e 93% de O na fase clara do ciclo diurno.

Table Analyzed Comparagao 21-50-93 - normo
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary
F 2,331
P value 0,1364
P value summary ns
Significant diff. among means (P < 0.05)? No
R squared 0,264
Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 0,2982 (2, 13)
P value 0,7471
P value summary ns
Are SDs significantly different (P < 0.05)? No
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected) 0,07127
P value 0,965
P value summary ns
Avre SDs significantly different (P < 0.05)? No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 81957 2 40978 F(2,13)=2,331 P=0,1364
Residual (within columns) 228536 13 17580
Total 310493 15
Data summary
Number of treatments (columns) 3
Number of values (total) 16
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, ~ 35,00% CI of diff ~ Significant? ~ Summary Adjusted P Value
21% de O, (N=5) vs. 50% de O, (n="5) -71,97 -293,4 t0 149,4 No ns 0,6748 A-B
21% de O, (n=5) vs. 93% de O, (n=6) -171,6 -383,6 to 40,35 No ns 0,1206 A-C
50% de O, (n=15) vs. 93% de O, (n=6) -99,67 -311,7t0 112,3 No ns 0,4511 B-C
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, ~ SE of diff, nl n2 q DF
21% de O, (n=5) vs. 50% de O, (n=5) 726,6 798,6 -71,97 83,86 5 5 1,214 13
21% de O, (n=5) vs. 93% de O, (n=6) 726,6 898,2 -171,6 80,29 5 6 3,023 13
50% de O, (n=>5) vs. 93% de O, (n=6) 798,6 898,2 -99,67 80,29 5 6 1,756 13
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ANEXO K
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do comparacéo do efeito da

microdialise de veiculo no NTgPP, no NTS caudal e no NTSc durante ventilacdo em

hipercapnia (7% de CO2) em 21% e 50% e 93% de O na fase clara do ciclo diurno.

Brown-Forsythe test

Table Analyzed Comparagdo 21-50-93
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary
F 0,1012
P value 0,9045
P value summary ns
Significant diff. among means (P < 0.05)? No
R squared 0,01659

F (DFn, DFd) 0,1829 (2, 12)
P value 0,8351
P value summary ns
Are SDs significantly different (P < 0.05)? No
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected) 1,122
P value 0,5705
P value summary ns
Are SDs significantly different (P < 0.05)? No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 11341 2 5670 F(2,12)=0,1012 P=0,9045
Residual (within columns) 672192 12 56016
Total 683533 14
Data summary
Number of treatments (columns) 3
Number of values (total) 15
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% ClI of diff, Significant? Summary  Adjusted P Value
21% de O, (N=5) vs. 50% de O, (n=5) -19,74 -419,1t0 379,6 No ns 0,9905 A-B
21% de O, (N=5) vs. 93% de O, (n=6) -65,64 -465,0 t0 333,7 No ns 0,9003 A-C
50% de O, (n=5) vs. 93% de O, (n= 6) -45,9 -445,2 to 353,4 No ns 0,9497 B-C
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, nl n2 q DF
21% de O, (n=5) vs. 50% de O, (n=5) 1988 2008 -19,74 149,7 5 5 01865 12
21% de O, (N=5) vs. 93% de O, (n=6) 1988 2054 -65,64 149,7 5 5 06201 12
50% de O, (n=5) vs. 93% de O, (n= 6) 2008 2054 -45,9 149,7 5 5 0433 12




151

ANEXO L
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores

estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das andlises do efeito da microdialise de

SB-334867 ou de veiculo no nucleo tegmental pedinculo-pontino (NTgPP) na temperatura

corporal de ratos durante a vigilia na fase clara (L’) e durante a fase escura (L")

L,
Table Analyzed Temperatura claro
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation ~ P value P value summary Significant?
Interaction 2,522 0,9638 ns No
TIME 2,256 0,9715 ns No
Column Factor 0,4343 0,687 ns No
ANOVA table SS (Type 11I) DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 0,1307 5 0,02613 F (5,36)=0,1916 P=0,9638
TIME 0,1169 5 0,02338 F (5,36)=0,1714 P=0,9715
Column Factor 0,0225 1 0,0225 F(1,36)=0,1649 P=0,6870
Residual 4,911 36 0,1364
Difference between column means
Predicted (LS) mean of SB 37,03
Predicted (LS) mean of aCSF 36,99
Difference between predicted means 0,0433
SE of difference 0,1066
95% ClI of difference -0,1729 to 0,2595
Data summary
Number of columns (Column Factor) 2
Number of rows (TIME) 6
Number of values 48
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Table Analyzed Temperatura claro
Two-way RM ANOVA Matching: Stacked
Assume sphericity? No
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant? Geisser-Greenhouse's epsilon
Time x Treatment 2,522 0,8327 ns No
Time 2,256 0,672 ns No 0,3532
Treatment 0,4343 0,8399 ns No
Subject 58,56 <0,0001 ek Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time x Treatment 0,1307 5 0,02613 F (5,30)=0,4177 P=0,8327
Time 0,1169 5 0,02338 F (1,766, 10,60) = 0,3737 P=0,6720
Treatment 0,0225 1 0,0225 F (1, 6) = 0,04450 P=0,8399
Subject 3,034 6 0,5056 F (6, 30) = 8,081 P<0,0001
Residual 1,877 30 0,06257
Difference between column means
Mean of SB 37,03
Mean of aCSF 36,99
Difference between means 0,0433
SE of difference 0,2053
95% CI of difference -0,4590 to 0,5456
Data summary
Number of columns (Treatment) 2
Number of rows (Time) 6
Number of subjects (Subject) 8
Number of missing values 0
Compare each cell mean with the other cell mean in that row
Number of families 1
Number of comparisons per family 6
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% CI of diff, ~ Significant? Summary  Adjusted P Value
SB - aCSF
Row 1 -0,09982  -1,063 to 0,8636 No ns >0,9999
Row 2 -0,07401  -1,206 to 1,058 No ns >0,9999
Row 3 0,02588 -1,525t0 1,577 No ns >0,9999
Row 5 0,1911  -0,5202 to 0,9024 No ns >0,9999
Row 6 0,1238 -1,093 to 1,341 No ns >0,9999
Row 7 0,09286  -0,7494 to 0,9351 No ns >0,9999
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 t DF
SB - aCSF
Row 1 37,03 37,13 -0,09982 0,1984 4 4 0,503 3,995
Row 2 36,98 37,05 -0,07401 0,2905 4 4 0,2547 5,878
Row 3 36,98 36,95 0,02588 0,3923 4 4 0,06598 5,694
Row 5 37,16 36,97 0,1911 0,1841 4 4 1,038 5,996
Row 6 37,05 36,92 0,1238 0,2373 4 4 05217 3,716
Row 7 37 36,91 0,09286 0,2035 4 4 0,4564 5,183
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L9 9
Table Analyzed Temperatura escuro
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation Pvalue P value summary Significant?
Interaction 2,727 0,8907 ns No
TIME 2,949 0,8734 ns No
Column Factor 15,64 0,0033 ** Yes
ANOVA table SS (Type Il1) DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 0,2206 5 0,04411 F (5, 48) =0,3327 P=0,8907
TIME 0,2385 5 0,04771 F (5,48)=0,3598 P=0,8734
Column Factor 1,265 1 1,265 F(1,48)=9541 P=0,0033
Residual 6,364 48 0,1326
Difference between column means
Predicted (LS) mean of SB 37,71
Predicted (LS) mean of aCSF 37,42
Difference between predicted means 0,2904
SE of difference 0,09402
95% CI of difference 0,1014 to 0,4795
Data summary
Number of columns (Column Factor) 2
Number of rows (TIME) 6
Number of values 60
Table Analyzed Temperatura escuro
Two-way RM ANOVA Matching: Stacked
Assume sphericity? No
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant? Geisser-Greenhouse's epsilon
Time X Treatment 2,727 0,2489 ns No
Time 2,949 0,2559 ns No 0,32
Treatment 15,64 0,1964 ns No
Subject 62,98 <0,0001 Fkxk Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time x Treatment 0,2206 5 0,04411 F (5, 40) = 1,389 P=0,2489
Time 0,2385 5 0,04771 F (1,600, 12,80) = 1,503 P=0,2559
Treatment 1,265 1 1,265 F (1, 8)=1,987 P=0,1964
Subject 5,094 8 0,6368 F (8, 40) = 20,06 P<0,0001
Residual 1,27 40 0,03175
Difference between column means
Mean of SB 37,71
Mean of aCSF 37,42
Difference between means 0,2904
SE of difference 0,206
95% CI of difference -0,1847 t0 0,7656
Data summary
Number of columns (Treatment) 2
Number of rows (Time) 6
Number of subjects (Subject) 10
Number of missing values 0
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Compare each cell mean with the other cell mean in that row

Number of families 1
Number of comparisons per family 6
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% CI of diff, ~ Significant? ~ Summary Adjusted P Value
SB - aCSF
Row 1 0,05962  -0,8500 to 0,9693 No ns >0,9999
Row 2 0,2352 -0,5511 to 1,022 No ns >0,9999
Row 3 0,3578 -0,4542 t0 1,170 No ns 0,9013
Row 5 0,4506 -0,3431to 1,244 No ns 0,3898
Row 6 0,3213 -0,4395 to 1,082 No ns 0,8954
Row 7 0,318 -0,6493 to 1,285 No ns >0,9999
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, ~ SE of diff, N1 N2 t DF
SB - aCSF
Row 1 37,54 37,48 0,05962 0,2609 5 5 0,2285 7,941
Row 2 37,67 37,44 0,2352 0,2254 5 5 1,044 7,926
Row 3 37,83 3747 0,3578 0,2205 5 5 1,623 6,759
Row 5 37,86 37,41 0,4506 0,1943 5 5 2,32 5,318
Row 6 37,73 37,41 0,3213 0,1929 5 5 1,665 5,728
Row 7 37,63 37,31 0,318 0,2753 5 5 1,155 7,749
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ANEXO M
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do efeito da microdialise de
SB-334867 ou de veiculo no nucleo do trato solitario comissural (NTSc) na temperatura

corporal de ratos durante a vigilia na fase clara.
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Table Analyzed Temperatura claro
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05

Source of Variation % of total variation

Interaction 0,7484

TIME 1,573

Column Factor 0,7761
ANOVA table SS (Type 1)

Interaction 0,3701

TIME 0,778

Column Factor 0,3838

Residual 47,91

Difference between column means

Predicted (LS) mean of SB 36,92

Predicted (LS) mean of aCSF 36,77

Difference between predicted means 0,146

SE of difference 0,2106

95% CI of difference -0,2753 10 0,5673

Data summary
Number of columns (Column Factor) 2
Number of rows (TIME) 6

Number of values 72

P value
0,9931
0,9633
0,4908

DF
5
5
1

60

P value summary Significant?

ns No

ns No

ns No

MS F (DFn, DFd) P value
0,07401 F (5, 60) = 0,09268 P=0,9931
0,1556 F (5,60)=0,1949 P=0,9633
0,3838 F (1,60)=0,4806 P=0,4908
0,7986
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Table Analyzed

Two-way RM ANOVA

Temperatura claro

Matching: Stacked

Assume sphericity? No
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant? Geisser-Greenhouse's epsilon
Time x Treatment 0,7484 0,7262 ns No
Time 1,573 0,3305 ns No 0,562
Treatment 0,7761 0,7669 ns No
Subject 83,66 <0,0001 Fkkk Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time x Treatment 0,3701 5 0,07401 F (5, 50) = 0,5651 P=0,7262
Time 0,778 5 0,1556 2,810, 28,10)=1,1 P=0,3305
Treatment 0,3838 1 0,3838 F (1, 10) = 0,09277 P=0,7669
Subject 41,37 10 4,137 F (10, 50) = 31,58 P<0,0001
Residual 6,549 50 0,131
ference between column means
Mean of SB 36,92
Mean of aCSF 36,77
Difference between means 0,146
SE of difference 0,4794
95% CI of difference -0,9221 t0 1,214
Data summary
mber of columns (Treatme 2
Number of rows (Time) 6
umber of subjects (Subjec 12
Number of missing values 0
Compare each cell mean with the other cell mean in that row
Number of families 1
Number of comparisons per family 6
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% ClI of diff, Significant? Summary Adjusted P Value
SB - aCSF
Row 1 -0,05487 -1,408 to 1,298 No ns >0,9999
Row 2 0,3998 41,9170 2,716 No ns >0,9999
Row 3 0,08263 -1,593 t0 1,758 No ns >0,9999
Row 5 0,2422 -1,336 t0 1,821 No ns >0,9999
Row 6 0,132 -1,500 to 1,764 No ns >0,9999
Row 7 0,07428 -1,615 to 1,764 No ns >0,9999
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 t DF
SB - aCSF
Row 1 37,01 37,07 -0,05487 0,4082 6 6 01344 9,548
Row 2 37,03 36,63 0,3998 0,6695 6 6 05971 8144
Row 3 36,93 36,85 0,08263 0,5109 6 6 01617 9,968
Row 5 36,94 36,69 0,2422 04771 6 6 05077 9,608
Row 6 36,82 36,69 0,132 0,4814 6 6 0,2743 8,748
Row 7 36,76 36,68 0,07428 05118 6 6 01451 9,697
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ANEXO N
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das andlises do efeito da microdialise de

SB-334867 ou de veiculo no nucleo do trato solitario caudal na temperatura corporal de ratos

durante a vigilia na fase escura.

Table Analyzed Temperatura escuro
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Interaction 1,095 0,9741 ns No
TIME 1,263 0,9647 ns No
Column Factor 2,93 0,1399 ns No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 0,8389 5 0,1678 F (5, 72) = 0,1664 P=0,9741
TIME 0,9675 5 0,1935 F (5, 72) =0,1920 P=0,9647
Column Factor 2,245 1 2,245 F(1,72)=2,228 P=0,1399
Residual 72,58 72 1,008

Difference between column means

Mean of SB 36,81
Mean of aCSF 36,48
Difference between means 0,327
SE of difference 0,2191
95% CI of difference -0,1098 to 0,7637
Data summary
Number of columns (Column Factor) 2
Number of rows (TIME) 6

Number of values 84
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Table Analyzed

Two-way RM ANOVA

Temperatura escuro

Matching: Stacked

Assume sphericity? No
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant? Geisser-Greenhouse's epsilon
Time x Treatment 1,095 0,1329 ns No
Time 1,263 0,1632 ns No 0,3203
Treatment 2,93 0,5375 ns No
Subject 87,29 <0,0001 falaiaid Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time X Treatment 0,8389 5 0,1678 F (5, 60) = 1,769 P=0,1329
Time 0,9675 5 0,1935 1,602, 19,22) = 2,( P=0,1632
Treatment 2,245 1 2,245 F (1, 12) = 0,4029 P=0,5375
Subject 66,89 12 5,574 F (12, 60) = 58,78 P<0,0001
Residual 5,69 60 0,09483
Difference between column means
Mean of SB 36,81
Mean of aCSF 36,48
Difference between means 0,327
SE of difference 0,5152
95% ClI of difference -0,7955 to 1,450
Data summary
Number of columns (Treatment) 2
Number of rows (Time) 6
Number of subjects (Subject) 14
Number of missing values 0
Compare each cell mean with the other cell mean in that row
Number of families 1
Number of comparisons per family 6
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% CI of diff, Significant? Summary  Adjusted P Value
SB - aCSF
Row 1 0,6951 -1,068 to 2,458 No ns >0,9999
Row 2 0,4449 -1,251t0 2,141 No ns >0,9999
Row 3 0,3334 -1,381 10 2,048 No ns >0,9999
Row 5 0,2422 -1,498 to 1,982 No ns >0,9999
Row 6 0,1256 -1,592 to 1,844 No ns >0,9999
Row 7 0,1208 -1,510t0 1,751 No ns >0,9999
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 t DF
SB - aCSF
Row 1 36,8 36,1 0,6951 0,5338 7 7 1,302 9,679
Row 2 36,85 36,41 0,4449 0,5317 7 7 0,8368 11,3
Row 3 36,88 36,55 0,3334 0,5427 7 7 06144 11,88
Row 5 36,89 36,64 0,2422 0,5519 7 7 0,4388 12
Row 6 36,8 36,67 0,1256 0,5446 7 7 02306 11,96
Row 7 36,65 36,53 0,1208 0,5145 7 7 02348 11,68
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ANEXO O
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do efeito da microdialise de
SB-334867 ou veiculo no NTS caudal na temperatura corporal de ratos durante protocolo

experimental realizado em hiperdxia (50% de O>).

Table Analyzed Temperatura claro - 50%
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Interaction 4,029 0,7435 ns No
TIME 5,625 0,5855 ns No
Column Factor 18,97 0,0008 Fkx Yes
ANOVA table SS (Type 111) DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 0,5244 5 0,1049 F(5,48)=05419 P=0,7435
TIME 0,7321 5 0,1464 F (5, 48)=0,7566  P=0,5855
Column Factor 2,469 1 2,469 F(1,48)=12,76 P=0,0008
Residual 9,289 48 0,1935

Difference between column means

Predicted (LS) mean of SB 37,39
Predicted (LS) mean of aCSF 36,98
Difference between predicted means 0,4057
SE of difference 0,1136
95% ClI of difference 0,1773 10 0,6341
Data summary
Number of columns (Column Factor) 2
Number of rows (TIME) 6

Number of values 60



Table Analyzed

Two-way RM ANOVA

Temperatura claro - 50%

Matching: Stacked

161

Assume sphericity? No
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant? Geisser-Greenhouse's epsilon
Time x Treatment 4,029 0,2151 ns No
Time 5,625 0,1818 ns No 0,2415
Treatment 18,97 0,1187 ns No
Subject 49,72 <0,0001 FxAK Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time x Treatment 0,5244 5 0,1049 F (5, 40) = 1,489 P=0,2151
Time 0,7321 5 0,1464 F (1,207, 9,658) = 2,078 P=0,1818
Treatment 2,469 1 2,469 F (1, 8) = 3,052 P=0,1187
Subject 6,471 8 0,8089 F(8,40)=11,48 P<0,0001
Residual 2,818 40 0,07045
Difference between column means
Mean of SB 37,39
Mean of aCSF 36,98
Difference between means 0,4057
SE of difference 0,2322
95% CI of difference -0,1298 t0 0,9412
Data summary
Number of columns (Treatment) 2
Number of rows (Time) 6
Number of subjects (Subject) 10
Number of missing values 0
Number of comparisons per family 6
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test  Mean Diff, ~ 95,00% CI of diff, Significant? ~ Summary  Adjusted P Value
SB - aCSF
Row 1 0,7403 -0,6798 to 2,160 No ns 0,5665
Row 2 0,5183 -0,4437 to 1,480 No ns 0,5815
Row 3 0,4058 -0,4107 to 1,222 No ns 0,7131
Row 5 0,1489 -0,6902 to 0,9881 No ns >0,9999
Row 6 0,3334 -0,5660 to 1,233 No ns >0,9999
Row 7 0,2877 -0,6524 to 1,228 No ns >0,9999
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff,  SE of diff, N1 N2 t DF
SB - aCSF
Row 1 37,35 36,61 0,7403 0,3771 5 5 1,963 6,38
Row 2 37,37 36,85 0,5183 0,2751 5 5 1,884 7,865
Row 3 37,45 37,05 0,4058 0,2308 5 5 1,758 7,589
Row 5 37,38 37,23 0,1489 0,2373 5 5 0,6276 7,593
Row 6 37,42 37,09 0,3334 0,2585 5 5 1,29 7,994
Row 7 37,35 37,07 0,2877 0,2649 5 5 1,086 7,513
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ANEXO P
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do efeito da microdialise de
SB-334867 ou veiculo fora do NTS comissural (grupo Peri-NTS) na temperatura corporal de

ratos durante o protocolo experimental.

Table Analyzed Temperatura claro - negativos
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Interaction 1,317 0,959 ns No
TIME 12,79 0,0923 ns No
Column Factor 8,945 0,0105 * Yes
ANOVA table SS (Type 111) DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 0,089 5 0,0178 F (5, 60) = 0,2054 P=0,9590
TIME 0,8645 5 0,1729 F (5, 60) = 1,995 P=0,0923
Column Factor 0,6046 1 0,6046 F (1, 60)=6,975 P=0,0105
Residual 5,201 60 0,08668

Difference between column means

Predicted (LS) mean of SB 37,08
Predicted (LS) mean of aCSF 37,26
Difference between predicted means -0,1833
SE of difference 0,06939
95% CI of difference -0,3221 to -0,04446
Data summary
Number of columns (Column Factor) 2
Number of rows (TIME) 6

Number of values 72




163

Table Analyzed Temperatura claro - negativos
Two-way RM ANOVA Matching: Stacked
Assume sphericity? No
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant? Geisser-Greenhouse's epsilon
Time x Treatment 1,317 0,6482 ns No
Time 12,79 0,0026 ** Yes 0,5289
Treatment 8,945 0,2399 ns No
Subject 57,29 <0,0001 kel Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time x Treatment 0,089 5 0,0178 F (5, 50) = 0,6698 P=0,6482
Time 0,8645 5 0,1729 F (2,644, 26,44) = 6,506 P=0,0026
Treatment 0,6046 1 0,6046 F(1,10)=1,561 P=0,2399
Subject 3,872 10 0,3872 F (10, 50) = 14,57 P<0,0001
Residual 1,329 50 0,02658
Difference between column means
Mean of SB 37,08
Mean of aCSF 37,26
Difference between means -0,1833
SE of difference 0,1467
95% CI of difference -0,5101 to 0,1435
Data summary
Number of columns (Treatment) 2
Number of rows (Time) 6
Number of subjects (Subject) 12
Number of missing values 0
Number of comparisons per family 6
Alpha 0,05
Bonferroni's multiple comparisons test Mean Diff, ~ 95,00% CI of diff, ~ Significant? ~ Summary  Adjusted P Value
SB - aCSF
Row 1 -0,2766 -0,9252 to 0,3721 No ns >0,9999
Row 2 -0,2045 -0,8784 to 0,4694 No ns >0,9999
Row 3 -0,1743 -0,8780 to 0,5295 No ns >0,9999
Row 5 -0,2294 -0,6662 to 0,2074 No ns 0,6766
Row 6 -0,1658 -0,6054 to 0,2738 No ns >0,9999
Row 7 -0,04911  -0,5118t0 0,4136 No ns >0,9999
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 t DF
SB - aCSF
Row 1 37,09 37,37 -0,2766 0,1979 6 6 1,397 9,995
Row 2 37,16 37,36 -0,2045 0,2056 6 6 0,9943 10
Row 3 37,21 37,38 -0,1743 0,2008 6 6 0,8677 7,815
Row 5 37,07 37,3 -0,2294 0,131 6 6 1,751 9,32
Row 6 36,96 37,13 -0,1658 0,1315 6 6 1,261 9,214
Row 7 36,98 37,02 -0,04911 0,1307 6 6 0,3756 7,575
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ANEXO Q
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises de variagdo na taxa de

disparo de neur6énios estimulados e ndo estimulados por CO2 em hiperoxia.

Table Analyzed % CHANGE
Column B Estimulados - CO,
VS, Vs,
Column A Insensiveis
Unpaired t test
P value 0,0229
P value summary *
Significantly different (P < 0.05)? Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2,607, df=12
How big is the difference?
Mean of column A 4,046
Mean of column B 100
Difference between means (B - A) + SEM 96,00 £ 36,83
95% confidence interval 15,77 t0 176,2
R squared (eta squared) 0,3616
F test to compare variances
F, DFn, Dfd 163,0,4, 8
P value <0,0001
P value summary falakaled
Significantly different (P < 0.05)? Yes
Data analyzed
Sample size, column A 9
Sample size, column B 5
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ANEXO R
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores

estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises dos efeitos da hipercapnia

sobre a taxa de disparos de neur6nios orexinérgicos em anoxia.

Table Analyzed % change
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary
F 15,94
P value 0,0011
P value summary *x
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes
R squared 0,7799
Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 1,700 (2, 9)
P value 0,2364
P value summary ns
Are SDs significantly different (P < 0.05)? No
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected)
P value
P value summary
Avre SDs significantly different (P < 0.05)?
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 11143 2 5571 F(2,9)=1594 P=0,0011
Residual (within columns) 3145 9 349,5
Total 14288 11
Data summary
Number of treatments (columns) 3
Number of values (total) 12
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% CI of diff, Significant? Summary  Adjusted P Value
Unstimulated vs. CO,-stimulated -31,78 -71,65 to 8,080 No ns 0,1198 A-B
Unstimulated vs. CO,-inhibited 43,18 8,169 to 78,19 Yes * 0,0182 A-C
CO,-stimulated vs. CO,-inhibited 74,97 36,8510 113,1 Yes *x 0,001 B-C
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, nl n2 q DF
Unstimulated vs. CO,-stimulated 0,7848 32,57 -31,78 14,28 4 3 3,148
Unstimulated vs. CO,-inhibited 0,7848 -42,4 43,18 12,54 4 5 4,87
CO,-stimulated vs. CO,-inhibited 32,57 -42,4 74,97 13,65 3 5 7,766
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ANEXO S
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises das taxas de disparo de todos

0s neurdnios orexinérgicos do hipotalamo lateral e da area perifornicial registrados no protocolo
experimental em andxia.

Table Analyzed Hypercapnia N2bal
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary
F 0,5574
P value 0,5792
P value summary ns
Significant diff. among means (P < 0.05)? No
R squared 0,03965
Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 0,5555 (2, 27)
P value 0,5802
P value summary ns
Are SDs significantly different (P < 0.05)? No
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected) 1,508
P value 0,4704
P value summary ns
Are SDs significantly different (P < 0.05)? No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 2,65 2 1,325 F(2,27)=0,5574 P=0,5792
Residual (within columns) 64,19 27 2,377
Total 66,84 29
Data summary
Number of treatments (columns) 3
Number of values (total) 30
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, ~ 95,00% CI of diff, Significant? Summary  Adjusted P Value
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Hypercapnia (10%CO2 - balN2) ~ 0,2206 -1,489 t0 1,930 No ns 0,9452 AB
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Wash (5%CO?2 - 95% N2) 07112 -0,9985t0 2,421 No ns 0,5639 A-C
Hypercapnia (10%CO2 - bal N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) 0,4905 -1,219 to 2,200 No ns 0,7589 B-C
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, nl n2 q DF
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Hypercapnia (10%CO2 - balN2) 2,816 2,595 0,2206 0,6895 10 10 04525 27
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) 2,816 2,105 0,7112 0,6895 10 10 1,459 27
Hypercapnia (10%CO2 - bal N2) vs. Wash (5%CO?2 - 95% N2) 2,595 2,105 0,4905 0,6895 10 10 1,006 27
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ANEXO T
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises do registros das taxas de
disparo de neurénios orexinérgicos do hipotalamo lateral e da area perifornicial que foram

estimulados por COz (T’); inibidos por CO2 (T’’) insensiveis ao CO2 (T’’’ registrados no

protocolo experimental em andxia.

T,
Table Analyzed Hypercapnia N2bal_increase
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary
F 0,3366
P value 0,7269
P value summary ns
Significant diff. among means (P < 0.05)? No
R squared 0,1009
Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 0,09726 (2, 6)
P value 0,9087
P value summary ns
Avre SDs significantly different (P < 0.05)? No
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected)
P value
P value summary
Avre SDs significantly different (P < 0.05)?
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 1,424 2 0,7121 F(2,6)=0,3366 P=0,7269
Residual (within columns) 12,69 6 2,116
Total 14,12 8
Data summary
Number of treatments (columns) 3
Number of values (total) 9
Number of families 1
Number of comparisons per family
Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, ~ 95,00% Cl of diff, ~ Significant? Summary Adjusted P Value

Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Hypercapnia (10%CO2 - bal N2) -0,8002 -4,444 10 2,844 No ns 0,7865 A-B
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) -0,8816 -4,526 10 2,762 No ns 0,749 A-C
Hypercapnia (10%CO2 - bal N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) -0,08144 -3,725 t0 3,562 No ns 0,9974 B-C
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, nl n2
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Hypercapnia (10%CO?2 - bal N2) 2,792 3,592 -0,8002 1,188 3 3
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) 2,792 3,673 -0,8816 1,188 3 3
-0,08144 1,188 3 3

Hypercapnia (10%C02 - bal N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) 3,592 3,673

q DF
0,9529 6
1,05 6
0,09698 6
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T 29
Table Analyzed Hypercapnia N2bal_decrease
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary
F 4,885
P value 0,028
P value summary *
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes
R squared 0,4488
Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 1,703 (2, 12)
P value 0,2234
P value summary ns
Avre SDs significantly different (P < 0.05)? No
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected) 9,001
P value 0,0111
P value summary *
Are SDs significantly different (P < 0.05)? Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 13,82 2 6,911 F(2,12)=4,885 P=0,0280
Residual (within columns) 16,98 12 1,415
Total 30,8 14
Data summary
Number of treatments (columns) 3
Number of values (total) 15
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% ClI of diff, Significant? Summary  Adjusted P Value
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Hypercapnia (10%CO2 - bal N2) 1,06 -0,9467 to 3,067 No ns 0,3671 A-B
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) 2,348 0,3408 to 4,355 Yes * 0,0223 AC
Hypercapnia (10%CO?2 - bal N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) 1,287 -0,7194 t0 3,294 No ns 0,2409 B-C
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, nl n2 q DF
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Hypercapnia (10%CO2 - bal N2) 2,7 1,64 1,06 07522 5 5 1993 12
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) 2,7 0,3523 2,348 07522 5 5 4414 12
Hypercapnia (10%CO?2 - bal N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) 1,64 03523 1,287 07522 5 5 2,42 12
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T 299
Table Analyzed Hypercapnia N2bal_unstimulated
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary
F 0,1557
P value 0,8581
P value summary ns
Significant diff. among means (P < 0.05)? No
R squared 0,03344
Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 0,1486 (2, 9)
P value 0,8639
P value summary ns
Are SDs significantly different (P < 0.05)? No
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected) 0,3893
P value 0,8231
P value summary ns
Avre SDs significantly different (P < 0.05)? No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 0,3128 2 0,1564 F (2,9)=0,1557 P=0,8581
Residual (within columns) 9,044 9 1,005
Total 9,357 11
Data summary
Number of treatments (columns) 3
Number of values (total) 12
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% CI of diff, ~ Significant?  Summary Adjusted P Value
Control (5%C0O2 - 95% N2) vs. Hypercapnia (10%CO2 - bal N2) -0,0433 -2,022 to 1,936 No ns 0,9979 A-B
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) 03188  -1,660 to 2,298 No ns 0,8957 A-C
Hypercapnia (10%CO2 - bal N2) vs. Wash (5%C02 - 95% N2)  0,3621 -1,617 to 2,341 No ns 0,868 B-C
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, ~ SE of diff, nl n2 q DF
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Hypercapnia (10%CO2 - bal N2) 3,676 3,719 -0,04326  0,7088 4 4 008632 9
Control (5%CO2 - 95% N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) 3,676 3,357 0,3188 0,7088 4 4 06361 9
Hypercapnia (10%CO?2 - bal N2) vs. Wash (5%CO2 - 95% N2) 3,719 3,357 0,3621 0,7088 4 4 0724 9
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ANEXO U
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises dos registros das taxas de

disparo de todos os neurdnios orexinérgicos do hipotalamo lateral e da area perifornicial

registrados no protocolo experimental em hiperdxia.

Table Analyzed Hypercapnia bal 02
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary
F 0,8337
P value 0,4434
P value summary ns
Significant diff. among means (P < 0.05)? No
R squared 0,0481
Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 0,1084 (2, 33)
P value 0,8976
P value summary ns
Are SDs significantly different (P < 0.05)? No
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected) 0,1552
P value 0,9253
P value summary ns
Avre SDs significantly different (P < 0.05)? No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 2,396 2 1,198 F(2,33)=0,8337 P=0,4434
Residual (within columns) 47,42 33 1,437
Total 49,82 35
Data summary
Number of treatments (columns) 3
Number of values (total) 36
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff,  95,00% CI of diff, Significant? Summary Adjusted P Value
Control (5% CO2 - 95%02) vs. Hypercapnia (10%CO2 - bal 02) -0,425 -1,626 t0 0,7759 No ns 0,6636 A-B
Control (5% CO2 - 95%02) vs. Wash (5% CO2 - 95%02) -0,6175 -1,818 t0 0,5834 No ns 0,4264 A-C
Hypercapnia (10%CO2 - bal 02) vs. Wash (5% CO2 - 95%02) -0,1925 -1,393 to 1,008 No ns 0,9185 B-C
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff,  SE of diff, nl n2 q DF
Control (5% CO2 - 95%02) vs. Hypercapnia (10%CO2 - bal 02) 2,534 2,959 -0,425 0,4894 12 12 1,228 33
Control (5% CO2 - 95%02) vs. Wash (5% CO2 - 95%02) 2,534 3,151 -0,6175 0,4894 12 12 1,784 33
0,4894 12 12 0,5563 33

Hypercapnia (10%CO2 - bal 02) vs. Wash (5% CO2 - 95%02) 2,959 3,151 -0,1925
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ANEXO V
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises dos registros das taxas de
disparo de neur6nios orexinérgicos do hipotalamo lateral e da area perifornicial que foram

estimulados (V’) por CO2 e insensiveis ao CO2 (V) registrados no protocolo experimental em
hiperoxia.

V,
Table Analyzed Hypercapnia bal O2_increase
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary
F 3,126
P value 0,0808
P value summary ns
nificant diff. among means (P < 0.0. No
R squared 0,3425
Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 0,7176 (2, 12)
P value 0,5077
P value summary ns
e SDs significantly different (P < 0.0 No
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected) 2,659
P value 0,2646
P value summary ns
e SDs significantly different (P < 0.0 No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 13,21 2 6,603 F(2,12)=3,126 P=0,0808
Residual (within columns) 25,35 12 2,113
Total 38,56 14
Data summary
Number of treatments (columns) 3
Number of values (total) 15
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, 35,00% CI ofdiff  Significant? Summary  Adjusted P Value
Control (5% CO2 - 95%02) vs. Hypercapnia (10%CO?2 - bal 02) -1,977  -4,430100,4751 No ns 0,121 A-B
Control (5% CO?2 - 95%02) vs. Wash (5% CO2 - 95%02) 2,003 -4,456 t0 0,4492 No ns 0,1155 A-C
Hypercapnia (10%CO?2 - bal 02) vs. Wash (5% CO2 - 95%02) ~ -0,02597  -2,478 to 2,427 No ns 0,9996 B-C
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, nl n2 q DF
Control (5% CO?2 - 95%02) vs. Hypercapnia (10%CO2 - bal02) 2,312 4,29 -1,977 09193 5 5 3082 12
Control (5% CO?2 - 95%02) vs. Wash (5% CO2 - 95%02) 2,312 4,316 -2,003 0,9193 5 5 3082 12
Hypercapnia (10%CO?2 - bal 02) vs. Wash (5% CO?2 - 95%02) 4,29 4,316 -0,02597 0,9193 5 5 003995 12
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V9 9
Table Analyzed Hypercapnia bal O2_unstimulated
Data sets analyzed A-C
ANOVA summary
F 0,7269
P value 0,4937
P value summary ns
Significant diff. among means (P < 0.05)? No
R squared 0,05712
Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 1,041 (2, 24)
P value 0,3684
P value summary ns
Avre SDs significantly different (P < 0.05)? No
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected) 2,852
P value 0,2402
P value summary ns
Avre SDs significantly different (P < 0.05)? No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Treatment (between columns) 1,402 2 0,7009 F(2,24)=0,7269 P=0,4937|
Residual (within columns) 23,14 24 0,9642
Total 24,54 26
Data summary
Number of treatments (columns) 3
Number of values (total) 27
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, ~ 95,00% ClI of diff, Significant? Summary Adjusted P Value
Control (5% CO2 - 95%02) vs. Hypercapnia (10%CO2 - bal 02) -0,1213 -1,277 t0 1,035 No ns 0,9629 A-B
Control (5% CO2 - 95%02) vs. Wash (5% CO2 - 95%02) -0,5324 -1,688 to 0,6235 No ns 0,4935 A-C
Hypercapnia (10%CO2 - bal 02) vs. Wash (5% CO2 - 95%02) -0,4112 -1,567 to 0,7448 No ns 0,6527 B-C
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, nl n2 q DF
Control (5% CO2 - 95%02) vs. Hypercapnia (10%CO?2 - bal 02) 3,018 3,139 -0,1213 0,4629 9 9 0,3705 24
Control (5% CO2 - 95%02) vs. Wash (5% CO2 - 95%02) 3,018 3,55 -0,5324 0,4629 9 9 1,627 24
Hypercapnia (10%CO2 - bal 02) vs. Wash (5% CO2 - 95%02) 3,139 3,55 -0,4112 0,4629 9 9 1,256 24
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ANEXO W
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises das taxas de disparo de

neurdnios orexinérgicos estimulados e insensiveis ao CO, em hiperoxia.

Table Analyzed O2bal
Two-way RM ANOVA Matching: Stacked
Assume sphericity? Yes
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Time x Treatment 9,538 0,0155 * Yes
Time 18,27 0,0009 Fxk Yes
Treatment 2,429 0,4685 ns No
Subject 52 0,0008 faieid Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time X Treatment 6,168 2 3,084 F (2,24)=4,979 P=0,0155
Time 11,81 2 5,907 F (2, 24) = 9,535 P=0,0009
Treatment 1,571 1 1,571 F (1, 12) = 0,5605 P=0,4685
Subject 33,63 12 2,802 F (12, 24) = 4,524 P=0,0008
Residual 14,87 24 0,6195
Difference between column means
Mean of Estimulados 3,639
Mean of Insensiveis 3,235
Difference between means 0,4036
SE of difference 0,5391
95% CI of difference -0,7709t0 1,578
Data summary
Number of columns (Treatment) 2
Number of rows (Time) 3
Number of subjects (Subject) 14
Number of missing values 0
Compare each cell mean with the other cell mean in that row
Number of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Uncorrected Fisher's LSD Predicted (LS) mean diff, 95,00% CI of diff, Significant? Summary Individual P Value
Insensiveis - Estimulados
Row 1 0,7054 -0,6075 to 2,018 ns 0,2831
Row 2 -1,151 -2,464 10 0,1622 ns 0,0839
Row 3 -0,7655 -2,078 to 0,5474 ns 0,2448
Test details Predicted (LS) mean 1 Predicted (LS) mean2 Predicted (LS) meandiff, ~SE of diff, N1 N2 t DF
Insensiveis - Estimulados
Row 1 3,018 2,312 0,7054 0,6474 9 5 1,09 36
Row 2 3,139 4,29 -1,151 0,6474 9 5 1,778 36
Row 3 3,55 4,316 -0,7655 0,6474 9 5 1,182 36
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ANEXO X
Valores de F, graus de liberdade de valor de P das analises de variancia, valores
estatisticos dos testes de Fisher e do teste T de student das analises da taxas de disparo de

neurdnios orexinérgicos estimulados, inibidos e insensiveis ao CO2 em anodxia.

Table Analyzed N2bal
Two-way RM ANOVA Matching: Stacked
Assume sphericity? Yes
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Time x Treatment 12,37 0,005 ** Yes
Time 2,789 0,1167 ns No
Treatment 37,5 0,0358 * Yes
Subject 34,24 0,0003 faieid Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Time X Treatment 10,74 4 2,686 F(4,18)=5,381 P=0,0050
Time 2,422 2 1,211 F(2,18)=2,426 P=0,1167
Treatment 32,56 2 16,28 F(2,9)=4928 P=0,0358
Subject 29,73 9 3,303 F (9, 18)=6,617 P=0,0003
Residual 8,985 18 0,4992
Data summary
Number of columns (Treatment) 3
Number of rows (Time) 3
Number of subjects (Subject) 12
Number of missing values 0
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Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Uncorrected Fisher's LSD

Row 1
Insensiveis - CO, vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO; vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO; vs. Insensiveis - CO,

Row 2
Insensiveis - CO, vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO; vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO vs. Insensiveis - CO,

Row 3
Insensiveis - CO, vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO; vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO; vs. Insensiveis - CO,

Test details

Row 1
Insensiveis - CO, vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO, vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO; vs. Insensiveis - CO,

Row 2
Insensiveis - CO, vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO, vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO; vs. Insensiveis - CO,

Row 3
Insensiveis - CO, vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO; vs. Estimulados - CO,
Inibidos - CO; vs. Insensiveis - CO,

Predicted (LS) mean diff,

0,8845
-0,09158
-0,9761

0,1276
-1,952
-2,08

-0,316
-3,321
-3,005

Predicted (LS) mean 1

3,676
27
2,7

3,719
1,64
1,64

3,357
0,3523
0,3523

95,00% ClI of diff,

-0,9920 to 2,761
-1,886t0 1,703
-2,624100,6721

-1,749 t0 2,004
-3,746 10 -0,1577
-3,728 10 -0,4314

-2,192t0 1,561
-5,115t0 -1,527
-4,653 to -1,357

Predicted (LS) mean 2 Predicted (LS) mean diff,

2,792
2,792
3,676

3,592
3,592
3,719

3,673
3,673
3,357

Significant?

0,8845
-0,09158
-0,9761

0,1276
-1,952
-2,08

-0,316
-3,321
-3,005

Summary

SE of diff,

0,9146
0,8745
0,8033

0,9146
0,8745
0,8033

0,9146
0,8745
0,8033

Individual P Value

0,3421
0,9174
0,2348

0,8901
0,0341
0,0153

0,7324
0,0008
0,0009

N1

N2

w

0,9672
0,1047
1,215

0,1395
2,232
2,589

0,3455
3,798
3,741

DF

27
27
27

27
27
27

27
27
27




