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1.- RESUMO

Os horménios sexuais podem influenciar diversos processos fisioldgicos. No entanto,
ainda ndo estdo claros os efeitos dos hormonios sexuais e também se as variagdes hormonais
durante o ciclo estral podem afetar a respiracdo. Nosso estudo teve como objetivos avaliar a
ventilacdo (Ve), volume corrente (V7), frequéncia respiratéria (fR), consumo de oxigénio
(VO,) e equivalente respiratorio (Ve/VOy e temperatura corporal (Tc) de ratas nas diferentes
fases do ciclo estral (proestro, estro, metaestro e diestro) e em ratas ovarectomizadas (OVX) e
com reposicdo hormonal com estrégeno (OVX+E2) e estrogeno+progesterona (OVX+EP).
Adicionalmente, foi comparada a resposta ventilatoria e metabolica durante normocapnia e
hipercapnia de ratos intactos e orquidectomizados (ORX) com ratas intactas em estro (fase
qgue as concentracBes plasmaticos de estradiol e progesterona estdo mais baixas) e
ovarectomizadas (OVX) durante a normocapnia e hipercapnia (7% CO,). A Vg, V1, fR, VO, e
Ve/VO, ndo foram diferentes entre as ratas nas diferentes fases do ciclo estral em
normocapnia e hipercapnia. Contudo, a Tc foi maior nas ratas em estro comparando com as
demais fases do ciclo estral. A reposicdo hormonal em fémeas ndo alterou os parametros
ventilatorios e metabdlicos. Entretanto, fémeas OVX, OVX+E e OVX + EP apresentaram
uma resposta ventilatoria a hipercapnia menor quando comparadas com fémeas intactas em
estro. Animais intactos, tanto machos quanto fémeas em estro, apresentaram a Ve e Ve/VO,
significativamente maiores em hipercapnia, do que animais castrados. Observamos também
qgue fémeas no estro apresentaram uma maior resposta ventilatoria que ratos intactos. Desta
forma, nossos dados demonstram que as diferentes fases do ciclo estral ndo alteram a
ventilagdo em normocapnia e hipercapnia e que a gonadectomia reduz a resposta ventilatoria
ao CO,. Adicionalmente, ratas em estro apresentam maior resposta ventilatoria a hipercapnia

gue machos.

Palavras-chave: Ciclo-estral, hormdnios sexuais, dimorfismo sexual, respiragéo,

castracdo, reposicdo hormonal, metabolismo.



2. ABSTRACT

Sex hormones may influence many physiological processes. However, it is still
unclear whether sex hormones and hormonal fluctuations that occur during the estrous cycle
can affect breathing. Our study aimed to evaluate the ventilation (Vg), tidal volume (V7),
respiratory frequency (fR), oxygen consumption (VO,) ventilatory equivalent (Ve/VO,) and
body temperature (Tc) of rats at different stages of estrous cycle (proestrus, estrus, metaestrus
and diest responses of intact and orchidectomized (ORX) rats to females in estrous phase
(when plasma concentrations of estradiol and progesterone are lower) and ovariectomized
(OVX) rats during normocapnia and hypercapnia (7% CO,). Vg, V7, fR, VO, and Ve/VO,
were not different among animals in different stages of the estrous cycle in normocapnia and
hypercapnia. However, Tc was higher in female rats in estrus. Hormone replacement in
females did not change the ventilatory and metabolic parameters. Nevertheless, OVX,
OVX+E2 and OVX+EP presented lower ventilatory responses to hypercapnia compared to
intact females in estrus phase. Intact animals - both males and females in estrus - showed a
higher Ve and Ve/ VO, in hypercapnia than castrated animals. We also observed that females
in estrus had a higher ventilatory response compared to intact male rats. Thus, our data
demonstrated that the different phases of the estrous cycle did not change ventilation in
normocapnia and hypercapnia. We also observed that gonadectomy reduces the ventilatory
response to CO,. Additionally, rats in estrus have higher ventilatory responses to hypercapnia
than males.

Keywords: estrous cycle, sex hormones, sexual dimorphism, breathing, castration,

hormone replacement, metabolism.



3. INTRODUCAO

A respiracdo é um processo que compreende, em Ultima instancia, a captacdo de O; e
eliminacdo de CO, resultante do metabolismo celular (Presto, 2011). De acordo com literatura
atual, existem muitas diferencgas entre os géneros no controle respiratorio (Behanet al., 2002;
Behan e Wenninger, 2008). Alguns estudos demonstram que existe um dimorfismo sexual em
humanos em anormalidades do sistema respiratorio como as apnéias repetidas, hipopnéias, e
oscilagOes de respiracdo que apresentam uma incidéncia 3 vezes maior em homens do que em
mulheres (Behan e Kinkead, 2011). Adicionalmente, a sindrome da morte subita em neonatos
(SIDS) também € prevalente em individuos do sexo masculino, na proporcao de 60:40 (Moon
et al, 2007). Contudo, as causas destas diferencas ndo estdo totalmente esclarecidas. Uma
possivel explicacdo estd justamente ligada ao fato das diferencas nos niveis de hormonios
sexuais que existem entre machos e fémeas.

As pesquisas em fisiologia respiratoria utilizam ratos em sua grande maioria como
modelo experimental. Nos estudos em que ratas sdo usadas, 0s autores ndo levam em
consideracdo as variacBes nas concentragdes plasmaticas hormonais observadas durante o
ciclo estral em fémeas. Esta deve ser uma consideragdo importante quando se trabalha com

fémeas em cenarios clinicos e em diversas areas de pesquisa (Singletary et al., 2005)

3.1 — Quimiorreceptores

Para manter a homeostase frente a oscilagdes que ocorrem no ambiente, oS
sistemas fisiologicos possuem diversos mecanismos reguladores. A variacdo da demanda de
O, e a producdo de CO, fazem com que o sistema respiratorio exerca uma das suas principais
funcOes: adequar o processo de trocas gasosas para manter, relativamente constante, as

pressdes parciais de CO, e O, no sangue arterial (P,CO; e P,0,). A hipercapnia (aumento da
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P,.CO;) pode se tornar uma ameaca a vida por causar alteracbes no pH sanguineo, levando a
perda da funcdo de diversos sistemas. (Adrogué,e Madias, 1998).

As células intrinsicamente quimiossensiveis a O,, CO,, e pH sdo chamadas de
quimiorreceptores e estdo localizadas tanto central como perifericamente. Os
quimiorreceptores respiratorios periféricos localizados bilateralmente na bifurcagdo das
artérias carotidas e nos corpos aorticos sdo sensiveis a alteragcdes da P,O,, P,CO, e pH e 0s
quimiorreceptores centrais sdo sensiveis as alteracbes do CO, e pH no liquor. Ambos
promovem um feedback fundamental para o controle ventilatorio e homeostase metabolica em
vertebrados (Hempleman, 2011). Os corpos carotideos sdo 0s quimiorreceptores respiratérios
que detectam variacdes da P,0,, P,CO, e pH. (Mitchell et al., 1963; Schlafke, 1981;
Loeschcke, 1982).

Ao contrario do corpo carotideo, que é muito bem aceito como o local periférico
primario para respostas respiratorias a variacdo de P,O,, P,CO; e pH , ha discordancia sobre o
principal local (locais) de quimiorreceptores centrais e seus mecanismos celulares de
qguimiorrecepcdo. Muitas areas do tronco encefalico foram identificadas como
quimiossensiveis quando estimuladas com &cido ou CO, aumentando a atividade dos
motoneuronios respiratorios (Coates et al., 1993; Corcoran et al., 2009).

Atualmente existem duas teorias a respeito de como e quais grupamentos neuronais
estariam envolvidos no controle da quimiorrecepcdo central. Uma primeira teoria, chamada de
“teoria da quimiorrecep¢ao especializada”, (Loeschcke, 1982; Mulkey et al., 2004; Guyenet et
al., 2008) postula que, em situacdes in vivo, 0s neurdnios responsaveis pelo ritmo respiratorio
ndo sdo sensiveis ao pH, mas recebem projecdes de um grupamento especializado de
neurdnios excitatorios, localizados na superficie ventral do bulbo em um ndcleo denominado
nucleo retrotrapezoide, que seria considerado o quimiorreceptor central (Mulkey et al., 2004;

Takakura et al., 2006).
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A outra teoria postula que a quimiorrecepcao central esta distribuida em todo SNC
(Nattie, 2001; Nattie e Li, 2012) em areas como o nucleos do trato solitario (NTS), neur6nios
do cerebelo, e neurdnios orexinérgicos do hipotdlamo e do cerebelo, locus coeruleus e rafe
bulbar (Dean et al., 1989, Mulkey et al., 2004; Takakura et al., 2006; Moreira et al., 2007;;;
Deng et al., 2007, Biancardi et al., 2008, Johnson et al., 2008;;; Nattie e Li, 2009, Abbott et
al., 2009). Nesse caso, a quimiorrecepgéo central seria resultado de um efeito cumulativo do

pH nesses neurdnios, resultando em uma resposta final (Kawai et al., 2006; Nattie e Li, 2006).

3.2 Hormdnios gonadais: ventilacdo

Hormdnios sexuais, incluindo andrégenos (por exemplo, testosterona), estrogenos (por
exemplo, 17-estradiol, o estrogénio mais potente em mamiferos) e progesterona, sdo
sintetizados principalmente nas gbnadas. . Todos os trés hormdnios estdo presentes em
machos e fémeas, embora em concentracGes plasmaticas muito diferentes ao longo da vida e
desempenham funcdo importante no controle da respiracao (Behan e Kinkead, 2011) sendo
moduladores durante normdxia e hipoxia, tendo acdo central e periférica (Bayliss et al., 1990;
Millhorn e Bayliss, 1992).

No sistema ventilatorio, estes hormdnios podem causar: 1) efeito direto sobre os
motoneur6nios respiratorios ou em neurdnios préximos, e agir em ndcleos motores
respiratorios; 2) efeito nos neurbnios pré-motores do tronco encefalico; 3) efeito sobre a
geracdo do ritmo respiratério nos neurénios do tronco encefélico, e 4) efeito sobre os
sistemas neuromoduladores que por sua vez influenciam a geracao do ritmo de neurénios pre-
motores ou motores. Esses horménios também influenciam quimiorreceptores periféricos ou
centrais e/ou seus nucleos sensoriais ou cérebro-corticais ou ndcleos hipotalamicos que se

projetam para quaisquer das areas acima (Behan et al., 2003).



6

H& muitos disturbios respiratérios, como a apnéia obstrutiva do sono (AOS) e
sindrome da morte subita infantil (SIDS) que ocorrem muito mais em individuos do sexo
masculino, e sindrome de Rett que ocorre em individuos do sexo feminino, demonstrando
diferengas claras entre os géneros em sua prevaléncia, dando peso a importancia dos
hormonios sexuais no controle respiratorio (Kapsimalis e Kryger, 2002; Chahrour e Zoghbi,
2007).

Em humanos adultos e outros animais, os hormonios esterdides circulam em diferentes
concentragfes plasmaticas ao longo da vida (Behan e Kinkead, 2011). Em mulheres com
ciclos regulares, as concentracfes plasmaticas de estradiol estdo altas durante a fase folicular
e baixas na fase lutea tardia (Hotchkiss e Knobil, 1994). As concentraces plasmaticas de
progesterona sdo mais elevadas na fase lutea e baixas na fase folicular. Em ratas, durante o
ciclo estral, no estro as concentracbes plasmaticas de estradiol estdo baixas e comecam a
aumentar no metaestro e diestro, tendo um pico no proestro e retornando a linha de base no
estro. A concentracdo plasmaticada progesterona que esta baixa no estro, aumenta durante o
metaestro e diestro até decrescer, e em seguida, aumenta para atingir o pico no fim do
proestro (Anselmo-Franci e Szawka, 2005 Figura 1). Em ratos, as concentracdes plasmaticas
de progesterona sdo muito menores que as fémeas em qualquer fase do ciclo estral e as
concentracdes plasmaticas de estradiol sdo baixas assim como observados em fémeas no estro

(Gonzalez-Arenas et al., 2004).



PROCACTINA :

.--_:

ESTRADIOL

PROGESTERONA

5 ; ; 5 d
Metaestro Diestro Proestro  Estro

Figura 1: Perfil de secrecdo de hormdnio luteinizante (LH), horménio foliculo estimulante
(FSH), prolactina, estradiol e progesterona durante o ciclo estral de ratas. O traco mais largo
no eixo horizontal representa o periodo escuro do ciclo claro-escuro (12h/12h) (Anselmo-
Franci e Szawka, 2005).
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Estudos tém mostrado que, ao longo da vida, estrégeno e progesterona influenciam as
fungBes respiratdrias em animais e humanos (Dempsey et al., 1986; Tatsumi et al., 1995;
Behan et al., 2003). Durante a fase litea em mulheres, por exemplo, a ventilacdo e o volume
corrente estdo aumentados (Schoeneet al., 1981; Slatkovska et al., 2006; Dempsey e Olson,
1986), a P,CO, esté reduzida, e a quimiossensibilidade central e periférica para hipercapnia e
hipoxia estdo aumentadas (Schoene et al., 1981; White et al., 1983; Dutton et al., 1989) em
relacdo a fase folicular. A administracdo de acetato de medroxiprogesterona, também aumenta
a ventilacdo (Skatrud et al., 1978; Zwillich et al., 1978) e a quimiossensibilidade central e
periférica (Zwillich et al., 1978), sugerindo que a resposta ventilatéria aumentada durante a
fase lutea esta relacionada com as concentragdes plasmaticas mais elevadas de progesterona.
Sabe-se que, durante a gravidez, as mulheres apresentam uma hiperventilacdo que esta
relacionada as elevadas concentracdes plasmaticas de progesterona, que € considerada um
potente estimulante para ventilacdo. Essa hiperventilagdo é importante para a manutengao
adequada da oxigenacdo do feto (Bayliss et al., 1987). E interessante notar que a acgéo
combinada de estradiol e progesterona reduz a ocorréncia de desordens respiratdrias como a
apnéia obstrutiva do sono (Block et al., 1979; Saaresranta e Polo, 2002) e a desaclimatizacédo

a altitudes elevadas em mulheres (Léon-Valende et al., 1997).

Na mulher adulta, as principais fontes de estradiol sdo, classicamente, as células da
granulosa do foliculo em desenvolvimento. Os hormonios sexuais, sintetizados nas génadas,
ligam-se a proteinas plasmaticas e alcancam o encéfalo via circulacdo sanguinea (Melcangi,
2006; Hojo et al., 2008), e as concentracdes plasmaticas destes hormdnios esterdides no
plasma variam ao longo do ciclo menstrual (Birzniece et al., 2006). Devido ao fato dos
horménios esteroides serem lipofilicos e terem um baixo peso molecular, E2, P4 e T cruzam
prontamente a barreira hematoencefalica e se tornam disponiveis para suas a¢des em locais-
alvo que possuem os receptores apropriados (Schumacher et al., 2003; Birzniece et al., 2006,

Banks et al 2009).
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Os mecanismos de acdo e os efeitos do E2 ainda ndo estdo completamente elucidados.
Entretanto, acredita-se que estes sejam primariamente mediados através da ativacdo de
receptores intracelulares de estrogeno (ERs), ERa ¢ ERp, distribuidos em varios 0rgédos tais
como Utero, mama, ovario, pulmao e rim, além de serem encontrados nos 0ssos e no encefalo.

( Birzniece et al., 2006; Osterlund, 2009.)

Os receptores de androgenos (AR), de estrogénio (ERa, ERP), e de P4 (PR-A, PR-B)
foram identificados em vérias regides respiratorias do encéfalo, incluindo no nucleo do trato
solitario (NTS), no nucleo do hipoglosso, no ntcleo motor do nervo frénico e corpo carotideo.
Estudos relatam um efeito inibitério do E2 em algumas areas importantes para a ventilacdo
(Xue e Hay, 2003; Ueyama et al., 2006; Szawka et al., 2009; Cason et al.., 2010). Em ratas
anestesiadas castradas, o E2 reduz a atividade espontanea ou induzida por glutamato dos
neurbnios do NTS (Xue&Hay, 2003). Além disso, estudos in vivo que analisaram a expressao
de c-fos em resposta a estimulos como estresse por imobilizagdo (Ueyama et al., 2006) e
exposicao a campo magnético (Cason et al., 2010) relataram um efeito inibitério do E2 no LC
em ratas OVX. Adicionalmente, estudo in vitro, em slices do tronco encefalico de ratas OVX,
mostraram o mesmo efeito j& que o E2 reduziu a taxa de disparo dos neurbnios do LC
(Szawka et al., 2009). No que diz respeito ao LC, a P4 apresenta efeito excitatério nesse
nacleo. Entretanto, esse efeito apenas € visto ap6s uma acdo prévia do E2 (Szawka et al.,
2009).

Em relacdo aos machos, sabe-se que concentracBes plasmaticas elevadas de T podem
ter um impacto sobre pardmetros respiratorios (Fogel et al., 2001). Em ratos existe um
aumento de T no periodo pré-natal, nos dias 18-19, e no periodo perinatal dentro de quatro
horas ap6s o parto. Este aumento hormonal promove masculinizacdo e desfeminizacdo do
encéfalo e ocorre num momento em que o sistema de controle respiratorio esta passando por

mudancas fundamentais de desenvolvimento (Holley et al. 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11238505
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Os estudos em animais fornecem algumas sugestdes quanto aos mecanismos pelos
quais a T pode alterar os parametros respiratorios. A administracdo de T aguda em gatos
adultos castrados promove um aumento da resposta ventilatdria hipoxica e hipercapnica, além
aumentar a sensibilidade do corpo carotideo (Tatsumi et al., 1994). Saaresranta e Polo (2002)
propuseram que a T estimula a respiracdo via periférica e/ou por meio da ativacdo dos
quimiorreceptores centrais, contudo, ndo h4 nenhuma evidéncia indicando que os receptores
de andrdgenos estdo presentes em corpos carotideos. De fato, a T pode agir diretamente sobre
os receptores de androgenos ou ser metabolizada pela Sa-redutase para um ligante mais
potente de receptores de androgeno, a Sa-diidroT (DHT), presente em neurdnios e células
gliais (Celotti et al., 1991). A T também pode ser metabolizada pela aromatase para 17B-E2
(E2) e exercer seus efeitos através dos receptores de estrogénio.

Enquanto alguns estudos relatam que nao ha diferenca género-especifica na resposta
ventilatoria a hipercapnia (Rebuck et al., 1973; Schlenker e Goldman, 1985 Aitken et al.,
1986;), outros autores sugerem gue machos apresentam uma maior resposta ventilatoria ao
CO, comparado a fémeas (Patrick e Howard, 1972; Saunders et al., 1972; White et al., 1983).
Em contrapartida, Wenninger et al. (2009) demonstraram que fémeas adultas apresentam uma
maior resposta ventilatéria ao CO, que machos. Desta forma, ndo existe ainda um consenso
sobre as diferencas na quimiossensibilidade respiratoria de machos e fémeas.

Adicionalmente, um estudo recente demonstrou que existem diferencas na marcacao
de c-fos em ratos machos e fémeas expostas a 5% de CO,. Os ratos apresentaram maior
marcacdo no ndcleo retrotrapezoide durante a hipercapnia que as ratas. Ja as fémeas
apresentaram maior marcacdo no bulbo rostral (Niblock et al., 2010). De acordo com o0s
autores, para tarefas fundamentais de deteccdo e resposta a alteracfes nos gases sanguineos,
machos e fémeas podem contar com diferentes populacfes de células ou possuem

sensibilidades distintas em quimiorreceptores diferentes.
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Diferengas sexo-especificas do controle respiratorio também tém sido observadas em
estudos envolvendo o sistema serotoninérgico (Zabka et al., 2001 a,b; Hodges et al., 2011)
cujos mecanismos de resposta a hipercapnia envolvem também o LC (de Souza Moreno et al.,
2010). Especificamente, a reposta ventilatoria a hipercapnia de camundongos transgénicos
machos que ndo possuem neurdnios serotoninérgicos no SNC é atenuada, enquanto que a
sensibilidade ao CO, de fémeas transgénicas nao é alterada, sugerindo um dimorfismo sexual
na funcdo do sistema sertoninérgico central em machos e fémeas (Hodges et al., 2011).

Outra diferenca entre os sexos é a densidade de receptores de P4 em suas duas
isoformas principais (PR-A e PR-B) que estdo localizados em areas centrais e periféricas que
sdo importantes para o controle respiratorio. Nos quimiorreceptores periféricos de adultos,
recém-nascidos e fetos de rato, foi relatado uma densidade maior de receptores de P4,
aparentemente localizadas em aglomerados de células quimiossensiveis e nos corpos

carotideos de ratos machos adultos comparando com fémeas ( Joseph et al, 2006 ).

3.3 Hormdnios gonadais: temperatura

Em relacdo a regulacdo da Tc, nas mulheres ha uma variacdo de temperatura corporal
basal ao longo do ciclo menstrual e em fémeas no ciclo estral (Refinetti e Menaker, 1991). De
fato, a temperatura corporal das mulheres pode aumentar cerca de 0,4°C ap6s a ovulagdo em
comparacao com a fase luteal e fase folicular e 0 mesmo é observado em varias espécies. Em
roedores, existe uma elevacdo da temperatura corporal imediatamente antes da ovulacéo
(Refinetti e Menaker, 1991). Também é conhecido o aumento do consumo de oxigénio (VO,)
na fase luteal do ciclo menstrual. Este aumento de VO, &€ um fenbmeno poés-ovulatoério,

possivelmente mediado por hormonios, principalmente P4 (Das e Jana, 1991).

Diversos estudos relatam uma queda na temperatura retal de ratas durante a noite do

proestro, quando a fémea estd sexualmente receptiva (Neiburgs et al., 1946; MclLean e
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Coleman, 1971). Dentro das proximas 24 horas (durante a noite do estro) a temperatura
corporal aumenta e se mantém elevada até o proximo proestro. Alguns autores acreditam que
a queda da temperatura que ocorre no proestro é devido a presenca de concentraces
plasmaéticas elevadas de estrogénios, contudo, € bastante claro que a P4 eleva a temperatura
corporal dos ratos (Freeman et al., 1970) e pode ser responsavel pelo aumento da temperatura

corporal observada apds prostro nesta espécie.

Nas mulheres antes da menopausa, a administracdo exdgena de contraceptivos orais
desencadeia alteracdes na Tc que sdo consistentes com efeito hipertérmico da P4 e
hipotérmico do estrogénio (Charkoudian e Johnson, 2000). Contudo, apds ou durante a
menopausa em mulheres, a adminstracdo de estrogénio pode diminuir (Brooks et al., 1997;
Tankersley et al., 1992) ou ndo afetar a Tc (Cagnacci et al., 1992; Freedman e Blacker,
2002). As mesmas discrepancias sdo relatadas em ratas. A administragdo exdgena de
estrogénio em ratas ovarectomizadas pode aumentar (Marrone et al., 1976; Hosono et al.,
1997) ou néo alterar a Tc (Carlisle et al., 1979; Laudenslager et al., 1980; Katovich e
O'Meara, 1989; Hosono et al., 2001; Dacks e Rance, 2010). J4 o consumo de oxigénio

(VO,) ndo ¢ influenciado pelo estrogénio (Laudenslager et al., 1980, Yanase et al., 1989).

Em camundongos fémeas jovens, a Tc também ¢é influenciada pelo ciclo estral,
contudo, em geral a Tc é maior que nos machos (Sanchez-Alavez et al., 2011). Esta diferenca
se acentua em fémeas mais velhas em anestro. Os autores demonstraram que a gonadectomia
bilateral aboliu os efeitos do estro e promoveu aumento da Tc nos machos, eliminando todas
as diferencas especificas de cada sexo na Tc. Adicionalmente, os efeitos s6 foram
parcialmente mimetizados pela reposi¢cdo com P4, em menor expressdo pelo estrogénio e sem

nenhum efeitocoma T.
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Dentre as regifes sexualmente dimdrficas do SNC esta a area pré-Optica do
hipotalamo (POA), que esta envolvida no controle da Tc (Simerly et al., 1990; Boden 2000).
Os hormonios sexuais podem influenciar a Tc por acdo direta sobre os neurbnios da POA
(Crews et al 1996;. Coomber et al, 1997;. Kruijver e Swaab 2001). Os receptores para P4, T e
para 0s estrogénios estdo todos expressos na POA, onde os seus ligantes atuam
preferencialmente, mas ndo exclusivamente, em neurdnios sensiveis a temperatura (Silva e
Boulant 1986; Tsai et al 1988, 1992.). No entanto, apenas os efeitos da P4 na Tc basal
parecem ser mediados centralmente, enquanto que o estrogénio ea T parecem estar mais
envolvidos em alteracdes da Tc em resposta a mudancas de temperatura ambiente (Brown et
al, 1970;. Marrone et al, 1976;. Fregly et al. 1979).Contudo, de acordo com Sanchez-Alavez
et al. (2011), a POA parece nédo estar envolvida nas diferencas género-especificas na Tc em

animais gonadectomizados.

Portanto, considerando que as diferentes fases do ciclo estral ndo séo consideradas em
muitos estudos de fisiologia respiratoria e de termorregulacgéo, e devido ao fato dos hormonios
sexuais poderem influenciar estas variaveis, nds avaliamos as respostas respiratérias (Vg, Ve
fR), metabdlicas (VO e Ve/VO,) e termorreguladoras (Tc) de ratos ndo anestesiados, frente a
hipercapnia (7% CO,) e normocapnia, em machos adultos intactos e orquidectomizados,
fémeas ovariectomizadas e tratadas com os principais horménios ovarianos (E2 e P4) e

fémeas intactas em cada fase de seu ciclo estral.
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4. OBJETIVOS

Em vista das evidéncias expostas, 0 presente projeto possui 0s seguintes objetivos:

1) Comparar as respostas respiratorias (Ve, Vr e fR), metabdlicas (VO; e Ve/VOy e
termorreguladoras (Tc) de ratasem diestro, proestro, metaestro e estro durante a normocapnia

e hipercapnia;

2) Comparar as respostas respiratorias (Ve, Vr e fR), metabdlicas (VO; e Ve/VOy e
termorreguladoras (Tc) de ratas intactas (em estro, fase na qual as concentrages plasmaticas
de E2 e P4 estdo mais baixas), ovariectomizadas controle e tratadas com os principais
horménios ovarianos (E2 e combinacdo de E2 e P4) durante a normocapnia e a hipercapnia

(7% CO,).

3) Compararas respostas respiratorias (Ve, Vr e fR), metabolicas (VO, e Ve/VOy e
termorreguladoras (Tc) deratos intactos e orquidectomizados e ratas ovariectomizadas,
tratadas com os principais hormonios ovarianos (E2 e combinacdo de E2 e P4) durante a

normocapnia e a hipercapnia (7% CO,).

4) Comparar as respostas respiratorias (Vg, V1 e fR), metabolicas (VO, e Ve/VOy) e
termorreguladoras (Tc) frente a normocapnia e hipercapnia (7% CO,) de fémeas intactas,

ovariectomizadas controle e machos intactos e orquidectomizados.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais

Os experimentos foram realizados com ratos e ratas Wistar, pesando de 250 a 310g.
Os animais foram acondicionados a temperatura controlada de 25 + 1°C e submetidos a um
ciclo claro/escuro de 12/12h. Os animais tiveram livre acesso a agua e racdo e 0S
experimentos foram realizados entre as 9:00 e 13:00h. Os animais foram mantidos em caixas
plasticas (40x32x17cm) em grupo de 5 animais por caixa. Nas fémeas, o esfregaco vaginal foi
colhido diariamente e analisado a fresco ao microscopio éptico. Somente ratas com pelo
menos 5ciclos estrais regulares e consecutivos foram utilizadas no experimento.

Os protocolos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da FCAV-UNESP (Protocolo: 007827-09).

5.2 Procedimentos cirtirgicos

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados em animais anestesiados com
ketamina(100 mg/Kg, i.p.; Agener, Sdo Paulo, Brasil) e xilazina (10 mg/Kg, i.p.; Coopers,
Sdo Paulo, Brasil). Além disso, os animais receberam administracdo de antibiotico (10mg/kg,
s.c.; Enrofloxacina, Flotril; Schering-Plough, Sdo Paulo, Brasil) e analgésico (2,5mg/kg, s.c.;

Flunixina meglumina, Banamina; Schering-Plough, Sdo Paulo, Brasil).

5.2.1. Castracado e Reposicdo Hormonal

Apds serem anestesiadas as fémeas passaram pela remocdo dos ovarios
(ovariectomia). No animal anestesiado, em decubito ventral, realizou-se uma incisdo de

aproximadamente trés centimetros na pele e tecido celular subcutaneo sob a linha mediana. A
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parede muscular foi entdo divulsionada para o acesso a cavidade abdominal, localizando o
ovario em meio a uma massa gordurosa. Apés ser localizado, o ovério (Figura 2) foi entdo
retirado apos ligadura da extremidade da tuba uterina, seccionando-se entre a ligadura e o

ovario Apos a retirada dos ovarios suturou-se a parede muscular e, em seguida, a pele.

Figura 2: A seta aponta para o ovario em meio a massa gordurosa durante a cirurgia
de ovariectomia.

Animais ovariectomizados tiveram 4 dias de recuperacdo e posteriormente foram
tratadas com dleo de milho (grupo OVX - 0,2 mL/rata, s.c., Liza; Cargill, Sdo Paulo, Brasil)
por 4 dias consecutivos, ou com 17B-E2 (grupo OVX+E2 - 10 ug / 0,2 mL / rata, s.c.,
OE2Cypionate, Pfizer, Sdo Paulo, Brasil; Szawka et al., 2009) por 3 dias e 6leo (0,2 mL/rata,
s.c., Liza; Cargill, Sdo Paulo, Brasil) no quarto dia; ou uma combinagéo de 3 dias de 17B-E2
(10 pg/ 0,2 mL /rata, s.c., cipionato de E2, Pfizer, Sdo Paulo, Brasil; Szawka et al., 2009) e
P4 no quarto dia (grupo OVX + EP -2,5mg/0,2 ml/rato, sc, Sigma, St Louis, MO, EUA).
Todas as injecBes foram realizadas de forma subcutanea no dorso as 8:00 horas da manh&. No
dia do experimento o esfregaco vaginal foi realizado. Animais cuja reposi¢do hormonal nédo

foi eficiente apresentavam leucécitos na lamina ndo sendo utilizados para nossos
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experimentos. Animais cuja reposicdo hormonal foi eficaz apresentavam células
queratinizadas na lamina.

Nos machos, parte dos animais permaneceu intacta e parte foi submetida a remocao
dos testiculos (orquidectomia bilateral).Através de uma incisdo no escroto o testiculo foi

retirado, E entdo uma ligadura foi realizada e em seguida a pele foi suturada (Figura3).

Figura 3: Fotografias do processo de orquidectomia bilateral, em que através de uma
incisdo no escroto os testiculos sdo retirados.

5.2.2- Medidas da temperatura corporal:

Nos animais castrados foi implantado um sensor e registrador integrado para registro
da temperatura (“data loggers”) (SubCue, Calgary, AT, CA). O sensor foi implantado na
cavidade abdominal dos ratos, através de uma incisdo na parede abdominal. Animais intactos
foram anestesiados com Tribromo (0,1mL/100g) uma semana antes do experimento para a

implantacéo do sensor.

5.3. Determinacao da Ventilacdo

A ventilacdo foi medida por pletismografia de corpo inteiro em sistema fechado
(Bartlett e Tenney, 1970) (Figura 4). Durante a realizacdo de cada medida de ventilagéo, o
fluxo de ar foi interrompido e a camara do animal permaneceu totalmente vedada por

aproximadamente 2 minutos. As oscilagcbes da temperatura do ar da camara causadas pela



18

respiracdo foram medidas como oscila¢Ges de presséo, pelo fato do volume de ar corrente
inspirado ser aquecido da temperatura da cdmara a Tc e saturado com vapor de &gua,
enquanto que o volume de ar corrente expirado ser novamente esfriado até a temperatura da
camara. Sinais de um transdutor de diferencial de pressdo, conectado a cdmara do animal e a
uma camara de referéncia, foram coletados por um pré-amplificador, passando por um
conversor analégico-digital, digitalizados em um computador equipado com um programa
para aquisicdo e andlise de dados (AcgKnowledge MP 100,BioPac Systems, Inc.,Santa
Barbara, CA, EUA). A calibracdo do volume foi obtida durante cada experimento, injetando-
se um volume conhecido de ar dentro da cdmara do animal (1mL) com o uso de uma seringa
graduada. A linearidade da resposta pletismografica foi testada injetando diferentes volumes
de ar (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, e ImL; r’=0.98) indicando a ordem dos volumes correntes esperados.
Duas variaveis respiratdrias foram medidas, a frequéncia respiratoria (fR) e o volume corrente
(V71), sendo o altimo calculado por meio da formula de Malan (1973):

V1=V XP1/Pc X TAITr X (Pg - Pc)/[ (P - Pc) — TalTc] X (Ps — PRr)

V+: Volume de ar corrente.

Vi: Volume de ar injetado na cdmara do animal para calibracéo.

Pr: Deflexdo de pressdo associada com cada volume de ar corrente.

Pk: Deflexdo de pressao associada ao volume injetado para calibracéo.

Tc: Temperatura corporal (em Kelvin).

Tgr: Temperatura do ambiente.

Ta: Temperatura do ar dentro da cAmara do animal.

Pr: Pressdo de vapor da agua a Tc.

Pg: Pressdo barométrica.

Pc: Pressdo de vapor do vapor de 4&gua na camara do animal.
A ventilacdo (Ve) foi calculada pelo produto da frequéncia respiratoria (fR) pelo

volume corrente (V7). A Ve e 0 Vy foram apresentados nas condicdes de pressdo barométrica
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ambiente, a T e saturados com vapor d’agua (BTPS). De acordo com Malan (1973), Tr pode
ser levemente menor que a T devido a producdo de calor do animal dentro da cdmara. A Pc

foi calculada indiretamente utilizando uma tabela apropriada (Dejours, 1981).

Figura 4: Camara de pletismografia de corpo inteiro e camara de referéncia.

O fluxo de gases no interior das cdmaras foi medido por um fluxémetro (Modelo 822-
13-OV1-PV2-V4, Sierra Instruments, Monterey, CA) mantido de 0,8 a 1 L/min. A mistura
gasosa utilizada para hipercapnia foi de 7% de CO,, 21% O, e equilibrada com N, adquirida
na empresa White Martins (Sertdozinho, Brasil).

Todos os experimentos foram realizados entre as 9:00 e 13:00 h.

5.4. Consumo de oxigénio (VO,)

VO, foi determinado por meio de respirometria fechada. A técnica consiste em
registrar a alteracdo da porcentagem de O, dentro da camara de pletismografia do animal ao
longo de 5 min. Este registro acontece quando a cAmara é vedada e conectada a um analisador
de O, que estd acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (Power Lab 16/30, ADI
Instruments, Australia) que, por sua vez, contém uma bomba de suc¢do que puxava o ar da
camara para dentro do analisador. Em seguida, o coeficiente angular da relacéo entre tempo e
% de O, foi obtido a partir do software LabChart que acompanha o sistema da ADI. Este
valor, corrigido pelo volume da camara e pela massa corporal do animal, resulta no VO, que,

por sua vez, sera corrigido para condicGes padrdo de temperatura, pressdo atmosférica e ar
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seco (STPD). Antes dos registros, o analisador foi calibrado com duas misturas gasosas
contendo fragdes conhecidas de O,. Durante 0s 5 minutos em que a camara permanece
fechada a redugéo da porcentagem de O, interna é de no méaximo 1%, o que ndo é considerada

uma variagdo significativa para o animal (Almeida et al., 2004)

5.5. Dosagem Hormonal

As dosagens hormonais foram realizadas no Laboratorio de Neuroendocrinologia da
reproducdo da Profa. Dra. Janete Aparecida Anselmo Franci (FORP-USP). Em todos os
protocolos descritos acima foi realizada puncdo cardiaca imediatamente ap0s o experimento.
Para isso 0s animais foram anestesiados com solucdo de cetamina/xilazina e
aproximadamente 1mL de sangue foi retirado utilizando seringa lavada com solucdo de
heparina (ImL de heparina 5000 Ui/mL para 20 mL de NaCl 0,9%). O sangue foi
centrifugado a 4°C, por 20 min, 3000 rpm. Apos centrifugacdo o sobrenadante foi retirado e
armazenado a -20°C.

As concentracfes plasmaticas de E2 e P4 foram determinadas por radioimunoensaio
utilizando Kkits especificos da MP Biomedicals (Orangeburg, NY, USA) seguindo as
instrucdes do fabricante. Com o objetivo de evitar variacdes interensaio, todas as amostras
foram analisadas no mesmo ensaio. A sensibilidade para o teste de E2 e P4 foi de 5,0 pg/mL e
0,01 ng/mL respectivamente. O coeficiente de variacdo intra-ensaio foi 6% para E2 e 6,7%

para P4.

5.6. Determinacado da fase do ciclo estral

Os esfregacos vaginais foram realizados diariamente para verificar a regularidade do
ciclo estral e somente ratas que mostraram pelo menos cinco ciclos 4 ou 5 dias regulares

vezes foram incluidas neste estudo. O esfregaco vaginal foi realizado as 9:00 horas, e
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imediatamente colocado sobre uma lamina de vidro e analisado a fresco ao microscopio

oOptico. Conforme a sequencia a seguir (Figura 5):

Figura 5:(A) O esfregaco vaginal colhido a fresco diluido em salina (9%) e colocado
em lamina (B) para observacdo em microscopio éptico (C).

Foram examinadas as seguintes caracteristicas: células epiteliais cornificadas, células
epiteliais nucleadas e leucdcitos. A fase do ciclo estral foi determinada utilizando os seguintes
critérios: 1) proestro- células epiteliais predominantemente nucleadas; 2) estro- células
epiteliais cornificadas predominantemente;3) metaestro — leucdcitos com a presenca de
células nucleadas e cornificadas em menores proporcGes e 4) diestro- predominancia de
leucdcitos(Goldman, 2007) como observado na figura 1. Um ciclo estral regular consiste na

observacdo sequencial de todas as fases como na figura 6 a seguir:
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Figura 6:Caracterizacdo das células de esfregaco vaginal a frsco de ratas wistar que
determinam a fase do ciclo estral. A) proestro-celulas epiteliais predominantemente
nucleadas. B) estro- células epiteliais cornificadas predominantemente; C) metaestro —
leucocitos com a presenca de células nucle a das e cornificadas em menores
proporcoes e D) diestro com a predominéancia de leucdcitos.

5.4. ProtocolosExperimentais

5.4.1. Efeito das diferentes fases do ciclo estral de ratas na resposta respiratoria e

metabdlica e na temperatura corporal em normocapnia e hipercapnia

Aposa observacdo de pelo menos 5 ciclos regulares , ratas no dia de diestro (n=4),
proestro (n=8), metaestro (n=4) e estro (n=6) foram previamente colocadas em uma camara
pletismografica e a Tc foi continuamente medida por meio dos dataloggers. A camara foi
inicialmente ventilada com ar atmosférico umedecido por um periodo de aclimatacdo decerca
de uma hora. Foram entdo realizadas medidas controle de ventilacdo e consumo de O,. Em

seguida, as ratas foram submetidas a hipercapnia, por 30 min, onde a cAmara foi ventilada
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com uma mistura gasosa umedecida contendo 7% de CO,, 21% O; e equilibrada com N,. A
medida respiratoria foi realizada aos 30 min da exposicdo a hipercapnia e seguida da medida

de VO..

5.4.2. Efeito da ovariectomia e reposicdo hormonal com E2 e E2 com P4 na

resposta respiratoria e metabolica e na temperatura corporal em normocapnia €

hipercapnia de ratas

O experimento foi conduzido em fémeasintactas em estro (n=6), ovariectomizadas
tratadas com veiculo (OVX+0O, n=6) ou E2 (OVX+E2, n=6) ou E2 com P4 (OVX+EP, n=5).
Sete dias apds a castracdo (dia 8), os animais foram previamente colocados em uma camara
pletismogréfica e a Tc foi continuamente medida por dataloggers. A camara foi inicialmente
ventilada com ar atmosférico umedecido por um periodo de aclimatagdo de no minimo 1 hora.
Foram entdo realizadas medidas controle de ventilagdo e consumo de O,. Em seguida, 0
animal foi submetido a hipercapnia, por 30 min, onde a cdmara foi ventilada com uma mistura
gasosa umedecida contendo 7% de CO,, 21% O, e equilibrada com N,. A medida respiratoria

foi realizada aos 30 min da exposicado a hipercapnia e seguida da medida de VO..

5.4.3. Efeito da orguidectomia na resposta respiratéria e metabdlica e na

temperatura corporal em normocapnia e hipercapnia de ratos

O experimento foi conduzido em machos orquidectomizados (ORX, n=5) e intactos
(n=6). Sete dias ap0s a castracdo, os animais foram previamente colocados em uma cadmara
pletismogréafica e a Tc foi continuamente medida por dataloggers. A camara foi inicialmente
ventilada com ar atmosférico umedecido por um periodo de aclimatagdo de no minimo 1 hora.
Foram entdo realizadas medidas controle de ventilagdo e consumo de O,. Em seguida, o

animal foi submetido a hipercapnia, por 30 min, onde a cdmara foi ventilada com uma mistura
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gasosa umedecida contendo 7% de CO, 21% O, e equilibrada com N,. A medida respiratoria

foi realizada aos 30 min da exposicdo a hipercapnia e seguida da medida de VO,.

5.4.4. Efeito do dimorfismo sexual nas respostas respiratdrias, metabélicas e

termorrequladoras em normocapnia ehipercapnia.

Verificamos a influéncia dos hormonios gonadais, principais agentes na diferenciacdo
sexual entre machos e fémeas, através da comparacdo das respostas respiratérias (Vg, Vr e
fR), metabolicas (VO, e Ve/VO, e termorreguladoras (Tc) frente a normocapnia e hipercapnia
(7% CO,) de fémeas intactas em estro (n=6), ovariectomizadas controle (OVX, n=6), machos

intactos (n=6) e orquidectomizados (ORX, n=5).

5.5. Anéalise de dados

VefR, V1, Tc, VO, e Vg, /VO, foram comparados entre 0os grupos por Two -Way
ANOVA. Para determinar o efeito da hipercapnia, os dados coletados em condicGes
normocapnicos e hipercapnicos foram comparados por meio de One Way-ANOVA.O nivel de
significancia foi fixado em P <0,05. A analise estatistica foi realizada utilizando o software de
computador (estatisticas sigma; Systat Software, Point Richmond, Califérnia EUA).Os dados

sdo apresentados como médias de grupo + SEM para cada um dos parametros investigados.



6. RESULTADOS

Os valores de VefR, V1 Tc,

representados nas tabelas 1, 2 e 3.
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VO; ¢ Vg, /VO, de todos os grupos analisados estdo

Tabela 1:Ve IR, V1 Tc, VO, eVE,/VO, durante normocapnia e hipercapnia de fémeas em proestro
(n=8), estro (n=6), metaestro (n=4), diestro (n=4). O simbolo * indica diferenca entre grupos

(P<0,05)
Proestro Estro Metaestro Diestro
Massa corporal (g) 26017 2777 252+7 295+4
P4 (ng/mL) 29,9+ 6,4 12,1+1,7* 25,4+4,9 29,616,7
Estrogeno (pg/mL) 194,1+13,6* 113,8+9,1 111+27 112+16
Normocapnia
Ve (L.min?) 608,5+65,7 647,368,3 576,1+76,2 525,9+96,2
V1 (mL.Kg™ 7,2+0,8 7,60,8 7,840,6 6,5+0,7
fR (ciclos por min™) 84,4428 86,2+7,3 74,0£7,7 79,546,7
VO, (mL.min"".100 g peso 16,9+1,1 16,8+1,9 16,5+1,3 15,4+1,9
corporal ')
Ve/VO, 37,144 42,6181 32,9+2,1 42,9+127
Tc (°C) 37,440,1 38,1+0,1* 37,5+0,2 37,240,1
Hipercapnia
Ve (L.min™) 2762,0+353,6 2694,0+248,9 2278,0+473,9 235941125
V1 (mL.Kg™) 19,1422 19,5+2,4 15,742,6 16,9+1,2
fR (ciclos por min™) 132,948,7 142,0+8,0 143,0+9,8 141,049,0
VO, (mL.min"".100 g peso 15,4+0,8 15,5+1,1 12,6+0,6 13,9+0,4
corporal ')
Ve/VO, 188,2+30,3 181,5+28,4 170,4+33,9 189,2+17,2
Tc (°C) 37,2+0,1 37,8+0,2* 37,2+0,1 37,0+0,1
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Tabela 2: VegfR, Vi Tc, VO, eVg/VO, durante normocapnia e hipercapnia de fémeas
ovariectomizadas que tiveram injecdo de 6leo (OVX+0O, n=6), Cipionato de E2 (OVX+E2, n=6),
uma combinacdo de Cipionato de E2 e P4 (OVX+EP, n=5). O simbolo * indica diferenca entre

grupos (P<0,05)
OVX+0O OVX+E2 OVX+EP
Massa corporal (g) 298+10 281+11 31048
Normocapnia
Ve (L.min'l) 397,9+17,8 468,9+32,7 417,1+£37,0
Vr (mL.Kg?) 5,3+0,6 6,7+0,60 6,60,52
fR (ciclos por min™) 78,2+7,1 79,0+4,2 77,5+3,8
VO, (mL.min71.100 g 14,9+0,9 13,2+0,5 11,0+£1,0
peso corporal ")
Ve/VO, 27,0£2,1 35,71+2,4 38,3+2,8
Tc (°C) 37,5+0,3 37,310,2 37,240,3
Hipercapnia
Ve (L.min™) 1171+45,9 1165,1+90,2 1162,8+95,9
Vr (mL.Kg™) 9,9+0,7 12,1+0,9 12,0£0,4
fR (ciclos por min™) 120,849,1 109,8+3,2 118,5+6,6
VO,. (mL.min71.100 g 15,8+1,3 12,1+0,97 12,4+0,7
peso corporal ")
Ve/VO, 76,146,5 102,9+17,5 94,046,7
Tc (°C) 37,5+0,3 37,310,2 36,7+0,6
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Tabela 3: Vg, fR, V1, Tc, VO, e Vg, /VO, durante normocapnia e hipercapnia de machos intactos
(n=6) e orquidectomizados (ORX, n=5). O simbolo * indica diferenca entre grupos (P<0,05)

Macho Intacto

ORX

Massa corporal (g) 342+1

Normocapnia

Ve (L.min™) 596,7+11,9*
Vr (mL.Kg™?) 6,8+0,5*
fR (ciclos por min™) 82+2,6%*
VO,. (mL.min"'.100 g peso corporal ') 129+0,8
Ve/VO, 43,0+0,8*
Tc (°C) 37,0+0,1
Hipercapnia
Ve (L.min™) 1511+84,9*
Vr (mL.Kg™?) 10+0,9*
fR (ciclos por min™) 131,378
VO,. (mL.min"".100 g peso corporal ") 12,820,6
Ve/VO, 98,4+12,3*

Tc (°C) 37,0:0,1

373+1

429,9+12,0
4,8+0,3
89,8+3,7
12,1+0,9
34,3+1,7

36,9+0,2

1108+68,8
8,4+0,6

132,2+3,9
15,0+1,0
76,3+8,8

37,0+0,1
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6.1.Efeito das diferentes fases do ciclo estral de ratas na resposta respiratoria e

metabdlica e na temperatura corporal em normocapnia e hipercapnia

6.1.1Determinacdo do ciclo estral

Além da observacdo diaria em microscopio optico, o ciclo estral também foi
confirmado pela quantificacdo hormonal de estrégeno e P4 no plasma sanguineo. A Figura 7
mostra que a concentracdo plasmatica de E2 foi significativamente mais elevada em proestro
(194,1£13,6 pg/mL P <0,05) em comparagdo com estro (113,8+9,1 pg/mL), metaestro
(111+27 pg/mL) e diestro (112,2 + 12,8 pg/mL). A concentracdo plasmatica de P4 foi menor
no estro (12,1 + 1,7 pg/mL, P <0,05) em comparacdo com proestro (29,9 + 6,4 pg/mL)

metaestro(25,5 + 4,5 pg/mL) e diestro (29,6+6,7pg/mL).
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Figura 7: Variacdes nas concentracdo plasmatica de E2 (A) e P4 (B) durante as
diferentes fases do ciclo estral. Observa-se que a concentracdo plasmatica de E2 foi
significativamente mais elevada em proestro comparada as demais fases, ja a
concentragcdo plasmatica de P4 foi menor no estro em comparagdo com proestro,
metaestro e diestro. O simbolo * indica diferenca entre grupos (P<0,05).
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6.1.2 Ventilacdo pulmonar

Durante 0s experimentos, a temperatura média interna da camara de
pletismografia foi de 26,4 + 0,2° C, e a temperatura ambiente média foi de 24,9 = 0,2°C
(média £ SEM) para todos 0s grupos.

Em condic¢des normocapnicas nenhuma diferenca na ventilacdo foi observada nas
ratas em diferentes fases do ciclo estral. A hipercapnia causou um aumento na ventilacdo
pulmonar em todos os grupos (efeito do tempo: P < 0,0001; F(322) = 131,7; sem interagdo: P =
0,76), que foi o resultado de uma combinagdo do Vr (efeito do tempo: P < 0,0001; F322) =
84,6; sem interacdo: P =0,6015) e da fR (efeito do tempo: P < 0,0001; F22) = 301,1; sem

interacdo: P = 0,1859). Nao houve diferenca entre os grupos. (Figura 8, Anexol).
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Figura 8: Ventilacdo (Vg), volume corrente (V1) e frequéncia respiratoria (fR) das ratas em
proestro, estro, metaestro e diestro durante normocapnia (0% CO,) e hipercapnia (7% COy).



32

6.1.3. VO, e VE/VO,

Em relacdo ao VO,, todos os grupos apresentaram uma reducdo do VO, durante a
hipercapnia (efeito do tempo: p = 0,0275; F22)= 5,754; sem intera¢édo). Nenhuma diferenca

foi observada entre os grupos, Figura 9, ANEXO 1.
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Figura 9: Consumo de O, (VO,) das ratas em proestro, estro, metaestro e diestro
durante normocapnia (0% CO,) e hipercapnia (7% CO,)

A hipercapnia causou um aumento significativo no equivalente respiratorio Ve/VO,
efeito do tempo: P <0,001; F(22)= 85,62; sem interagdo: P = 0,9843),no entanto ndo houve

diferenca entre os grupos (Figura 10, Anexo 1).
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Figura 10: Equivalente respiratorio (Ve/VO,) das ratas em proestro, estro, metaestro e
diestro durante normocapnia (0% CO,) e hipercapnia (7% CO,).

6.1.4. Temperatura corporal

A Tc das ratas em estro foi maior que nas demais fases (efeito do ciclo: p<0,0015,
Fi22= 7,8) durante a normocapnia e hipercapnia (efeito do tempo: P = 0,0003; F20) =

20,20; sem interagdo: P = 0,096), assim como observado na figura 11 e Anexo 1.
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Figura 11: Temperatura corporal (Tc) das ratas em proestro, estro, metaestro e diestro
durante normocapnia (0% CO,) e hipercapnia (7% CO5).

6.2. Efeito da ovariectomia e reposicdo hormonal com E2 e E2 e P4 na resposta

respiratoria e metabolica e na temperatura corporal em normocapnia e hipercapnia de

ratas

6.2.1 Ventilacdo pulmonar

Durante a normocapnia, ndo observamos diferenca significativa nos parametros
ventilatorios entre 0s grupos. Observamos na figura 12 que a hipercapnia causou um aumento
significativo na ventilacdo pulmonar em todos os grupos- figura 12, (efeito da hipercapnia: P
<0,001, F 319y = 360,1, sem interacéo), resultado de uma combinacdo do Vr (efeito do
tempo: P <0,001, F 319) = 234,9, sem interagdo e sem efeito da reposi¢do hormonal) e fR
(efeito do tempo: P <0,001, F 319y = 137,4, sem interacdo e sem efeito da reposicéo
hormonal). Os animais em estro apresentaram maior Ve comparado aos demais grupos (P

<0,001) devido ao V1 (P <0,001) e fR (P <0,001).
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Figura 12: Ventilagdo (Ve), volume corrente (V1) e frequéncia respiratoria (fR) das ratas
durante normocapnia (0% COy) e hipercapnia (7% CO;) nos animais intactos em estro,
ovariectomizadas que receberam 6leo (OVX+0), reposi¢do hormonal com cipionato de E2
(OVX+E2), ou uma combinacdo de cipionato de E2 e P4(OVX+EP).
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6.2.2. VO, e VE/VO,

Em normocapnia, 0 consumo de oxigénio dos animais do grupo estro foi menor que o
grupo OVX+EP (P <0,05). Nao houve diferencas entre os grupos em condicdes hipercapnicas

(efeito do tempo: p=0,97 e F (322) = 0,001) (Figural3, anexo).
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Figura 13: Consumo de O, (VO,) das ratas em estro, ovariectomizadasque receberam éleo
(OVX+0), cipionato de E2 (OVX+E2), ou uma combinacdo de cipionato de E2 e
P4(OVX+EP). durante normocapnia (0% CO,) e hipercapnia (7% CO,)

A hipercapnia aumentou o equivalente ventilatorio (efeito da hipercapnia p<0,001, F
@322 = 69,45) em todos os grupos (Figura 14). No entanto, em estro o Ve/VO, foi
significativamente maior do que nos demais grupos (Estro vs OVX+O p<0,01, Estro vs
OXV+E2 p<0,05, Estro vs OXV+EP P<0,05). E possivel observar que a ovariectomia causou
uma diminuic&o no equivalente respiratorio (P<0,006, F 322 = 0,9; interacéo entre os grupos

P <0,009 e F 322 = 5,4, Anexo2).
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Figura 14: Equivalente respiratorio (Ve/VO;) das ratas em estro, ovariectomizadas que
receberam 6leo (OVX+Q), cipionato de E2 (OVX+E2), ou uma combinac&o de cipionato de
E2 e P4A(OVX+EP).Ve/VO, em normocapnia (0% CO5) e hipercapnia (7% CO,)

6.2.3. Temperatura corporal

N&o houve diferenca significativa na Tc entre 0s grupos em normocapnia, no entanto é
possivel observar uma queda de temperatura corporal durante a hipercapnia (efeito do tempo:
p=0,028, F(22=5,81). Em hipercapnia ndo observamos uma diferenca significativa na

temperatura corporal entre os grupos (Figura 15, anexo 2).
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Figura 15: Temperatura corporal (Tc) das ratas em estro, ovariectomizadas que receberam
oleo (OVX+Q), cipionato de E2 (OVX+E2), ou uma combinacdo de cipionato de E2 e
P4(OVX+EP).em normocapnia (0% CQO5) e hipercapnia (7% CO,)

6.3. Efeito da orquidectomia na resposta respiratdria e metabolica € na temperatura

corporal em normocapnia e hipercapnia de ratos

6.3.1 Ventilacdo pulmonar

Considerando a normocapnia, tanto em machos intactos quanto ORX ndo observamos
diferenca significativa na ventilacdo. A hipercapnia aumentou a ventilagdo pulmonar em
todos 0s grupos, somado a isso observamos que a castracdo causou uma queda significativa
na resposta ventilatoria a hipercapnia (efeito do tempo: p<0,001, F 10y = 183,3, efeito de
castragdo: P <0,05, F (19= 7,47), resultado do Vr (efeito do tempo: P <0,0001, Fl( 9=
95,41, efeito da castragdo: P <0,05, F (19= 8,79). A orquidectomia ndo alterou a fR em
hipercapnia (efeito do tempo: P <0,0001, F (1,9= 163,7, sem efeito de castracdo e nenhuma

interacdo) (Figura 16, Anexo 3).
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Figura 16: Ventilacdo (Vg), volume corrente (V1) e frequéncia respiratéria (fR) de
ratos intactos e orquidectomizados durante normocapnia (0% CO,) e ap6s 30 minutos
de hipercapnia (7% CO,).
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6.3.2. VO, e VE/VO,

A hipercapnia e a castracdo ndo causaram um efeito significativo no consumo de
oxigénio (efeito hipercapnia, P = 0,2108, F (1,9= 1,85, efeito da castragdo: p = 0,33, F (1,9=

1,07, ndo houve interacdo) (Figura 17, anexo 3).
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Figura 17: Consumo de O, (VO,) de ratos intactos e orquidectomizados durante normocapnia (0%
CO,) e ap6s 30 minutos de hipercapnia (7% CO,) .

A hipercapnia aumentou o Ve/VO,, no entanto ndo houve diferenga significativa

entre os grupos intacto e ORX (efeito do tempo: P = 0,0001 e F(;,9)= 46,8) (Figura 18).
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Figura 18: Equivalente respiratorio (Vg/VO,) de ratos intactos e orquidectomizados durante normocapnia (0%
CO,) e apds 30 minutos de hipercapnia (7% CO,).
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6.3.3. Temperatura corporal

A castragdo nédo alterou a Tc durante a normocapnia e hipercapnia. A hipercapnia

causou queda da Tc (P<0,003 e F (1,9)= 16,47 (Figura 19, Anexo 3).
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Figura 19: Temperatura corporal (Tc) de ratos intactos e orquidectomizados durante
normocapnia (0% CO,) e ap6s 30 minutos de hipercapnia (7% CO5).

6.4. Efeito do dimorfismo sexual nas respostas respiratorias, metabélicas e

termorreqguladoras em normocapnia e hipercapnia.

Verificamos a influéncia dos horménios gonadais, principais agentes na diferenciacdo
sexual entre machos e fémeas, através da comparacdo das respostas respiratérias (Vg, V1 e
fR), metabolicas (VO e Ve/VO, e termorreguladoras (Tc) frente a normocapnia e hipercapnia
(7% CO,) de fémeas intactas em estro (n=6), ovariectomizadas controle (OVX, n=6), machos

intactos (n=6) e orquidectomizados (ORX, n=5).Figura 20, Anexo 3.’
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6.4.1 Ventilacdo pulmonar

N&o observamos diferencas na ventilagdo em normocapnia, tanto em machos
intactos (n=6) quanto ORX (n=5), fémeas ovariectomizadas com injecdo de 6leo (OVX+O,
n=6) ou fémeas intactas em estro (n=6). A hipercapnia causou um aumento significativo na
ventilacdo pulmonar em todos 0s grupos, com a castracdo a resposta foi diminuida (efeito na
hipercapnia: p<0,001, F19) = 259,8, efeito de castragdo: p<0,001, F(19= 21,55, interacdo:
p<0,001, F319= 23,6), resultado da combinacdo de um aumento de V+ (efeito da hipercapnia:
p<0,001, F19= 121,5, efeito da castragdo: p<0,001, F 319= 12,78, interagdo: p=0,003, F
319~ 10,63 ) e fR (efeito hipercapnia: P <0,001, F (319= 387,1, sem efeito de castracéo e
nenhuma interacdo) (Figura 20). Separadamente comparando os grupos, em hipercapnia, €
possivel observar que animais castrados tiveram uma resposta ventilatéria menor, sendo que
ndo houve diferenga entre os grupos OVX+0O e ORX, mas ambos foram menores que animais

tanto em estro quanto intactos.
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Figura 20: Ventilacdo (Vg), volume corrente (V1) e frequéncia respiratoria (fR) de
ratos intactos, fémeas ovariectomizadas que receberam oOleo (OVX+Q), ratos
orquidectomizados (ORX) e fémeas intactas em estro durante normocapnia (0% CO,)
e apds 30 minutos de hipercapnia (7% CO5).
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6.4.2. VO, e VE/V02

A Hipercapnia e castracdo ndo alteraram o consumo de oxigénio entre 0S grupos
(efeito hipercapnia: P = 0,71, F 319)= 0,13, efeito da castracdo: P = 0,22, F (319)= 1,59, ndo

houve interacdo) (Figura 21, Anexo 4).
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Figura 21: Consumo de oxigénio de ratos intactos, fémeas ovariectomizadas que
receberam 6leo (OVX+0), ratosorquidectomizados (ORX) e fémeas intactas em estro
durante normocapnia (0% CO,) e ap6s 30 minutos de hipercapnia (7% CO,).

A hipercapnia e a castracdo causaram um aumento significativo no equivalente
respiratorio (efeito hipercapnia: P<0,001, F (319)= 28,55, efeito da castracdo: p = 0,009, F
319~ 3,78, sem interacdo). Em hipercapnia, o grupo intacto apresentou Ve/VO, maior que 0s
grupos ORX (p <0,05) e OVX+O (p <0,05), mas menor que 0 grupo estro (p <0,05). Durante
a hipercapnia, a resposta ventilatdria foi maior no grupo estro quando comparado a ORX (P <

0,05) e OVX + O (P < 0,0001). Nao houve diferencas entre ORX e OVX+0 (Figura 22,

Anexo 4).
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Figura 22: Equivalente respiratério (Ve/VO,;) de ratos intactos, fémeas
ovariectomizadas que receberam 0Oleo (OVX+0), ratos orquidectomizados (ORX) e
fémeas intactas em estro durante normocapnia (0% CO,) e ap6s 30 minutos de

hipercapnia (7% CO,).

6.4.3. Temperatura corporal

A hipercapnia e a castra¢do atuaram diminuindo a temperatura corporal (Figura 23)
(Anexo 4), efeito do tempo: p=0,0026 e F19= 12,25, efeito da castragdo p=0,0027 e f 12,25..
Em estro a Tc foi maior quando comparado em normocapnia e hipercapnia com animais

intactos (p<0,01), ndo houve diferenca entre os demais grupos.
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Figura 23: Temperatura corporal (Tc) de ratos intactos, fémeas ovariectomizadas que
receberam Oleo (OVX+Q), ratos orquidectomizados (ORX) e fémeas intactas em estro
durante normocapnia (0% CO;) e ap6s 30 minutos de hipercapnia (7% CO,).

7- DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos que as flutuagbes hormonais que ocorrem nas
diferentes fases do ciclo estral ndo promovem alteracdo da Vg, VO, e Ve/VO,. Contudo,
como demonstrado em estudos prévios, a Tc foi maior no estro tanto em normocapnia quanto
em hipercapnia. Adicionalmente, nosso trabalho demonstrou que a gonadectomia em machos
e fémeas promovem reducdo na Ve e Ve/VO, durante a hipercapnia, sugerido que o0s
hormdnios sexuais gonadais exercem uma modulacdo excitatoria na resposta ao CO,. Em
relacdo as diferencas entre machos e fémeas, os resultados demonstram que fémeas em estro

apresentam maior Vg e Ve/VO, durante a hipercapnia.

7.1. Ciclo estral: Ventilacdo, metabolismo e temperatura corporal
Em mulheres, muitos estudos tém demonstrado que a ventilacdo € maior durante a fase

luteal em relagéo a fase folicular (Schoene et al., 1981; Slatkovska et al., 2006;.. Hayashi et



47

al., 2012) e que a administragdo de P4 promove um aumento na de ventilacdo (Skatrud et al.,
1978; Zwillich et al., 1978), o que sugere que esta hiperventilacdo esta relacionada com um
aumento da P4.

Existe uma controvérsia na literatura sobre a influéncia do ciclo menstrual e as
respostas respiratorias a CO,. Alguns estudos tém demonstrado que as alteracbes dos
horménios sexuais durante o ciclo menstrual tem pouco ou nenhum efeito sobre a
sensibilidade ao CO, (Mac Nuttet al., 2012), enquanto outros relataram que a resposta
ventilatdria a hipercapnia é maior durante a fase luteal P4 do que a fase folicular (Shoene et
al., 1981;. Duttonet al., 1989). Durante a fase luteal do ciclo ovulatério, em comparagdo com
a fase pré-ovulatéria (folicular), as mulheres mostram tipicamente um aumento da ventilagédo
provavelmente devido a acdo de P, potenciada por E2, nocorpo carotideo sistema nervoso
central. Concomitante com o aumento da Vg hd um provavel aumento na
qguimiossenssibilidadeque se manifesta com um aumento na capacidade de resposta
ventilatoria hipocapnica (Schoene et al, 1981).

Estudos de alteracdes na ventilacdo em todo o ciclo menstrual demonstraram que a
resposta ventilatdria a hipdxia sdao maiores na fase luteal em mulheres durante o exercicio e
em repouso (Behan e Kinkead, 2011). Adicionalmente, ndo foram detectadas diferencas na
ventilacdo durante a aclimatacdo a altitude ao longo do ciclo menstrual (Muza et al., 2001).
Nossos dados demonstraram que o ciclo estral de ratas ndo altera a resposta ventilatria ao
CO, em animais cujo ciclo € regular. Um estudo de Zabka et al., (2001) que demonstrou que a
resposta ventilatoria a curto prazo a hipoxia em ratas anestesiadas ndo difere entra as fases do
ciclo estral.

No presente estudo, VO, néo se alterou nem em normocapnia, nem em hipercapnia
nas diferentes fases do ciclo estral, sugerindo que as flutuagdes hormonais que ocorrem
durante o ciclo ndo foram suficientes para alterar a taxa metabolica. 1sso também ja foi

observado em mulheres durante o ciclo menstrual (Takase et al., 2002; Smekal et al., 2007).
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Em relacdo a hipercapnia, Saiki e Mortola (1996) relataram que a exposi¢do ao CO,ndo tem
efeitos considerdveis sobre a taxa metabdlica em ratos. Como esperado, Ve/VO, aumentou
durante a hipercapnia, o que indica que 0s nossos animais estavam hiperventilando.

Nossos resultados mostram uma elevagdo da temperatura corporal no dia do estro,
como relatado em estudos anteriores (Yanase et al., 1989; Kent et al, 1991). A Tc durante o
estro foi aproximadamente 0,6°C maior em comparagdo com outras fases. Em roedores, existe
uma elevacdo da Tc imediatamente antes da ovulacéo (Refinetti e Menaker, 1991). Em nosso
estudo, apesar do fato da Tc ter sido maior durante o estro, 0 metabolismo dos animais em
diferentes fases ndo se alterou, baseando-se na Ve/VVO,.. Nas mulheres, a Tc pode aumentar
até 0,4°C, ap0s a ovulacéo.

Apesar de uma diminui¢do da Tc durante hipercapnia muitas vezes ter sido
observada em varias espécies, incluindo ratos (Stupfel, 1974;.Gautier et al., 1993), no
presente estudo, a exposic¢do a 7% de CO, ndo reduziu a Tc, semelhante a estudos anteriores

em ratos machos (Saiki e Mortola., 1996;. Biancardi et al., 2008 Carvalho et al., 2010).

7.2. Gonadectomia e reposicdo hormonal e ventilacdo, metabolismo e temperatura
corporal

No presente estudo, ndo foi encontrada diferenca na ventilagdo durante a normocapnia
e hipercapnia em fémeas castradas tratadas com 6leo, com P4 e/ou E2. Estudos de ventilacédo
em ratas ciclando normalmente sdo realizados com a deteccdo precisa de estagios do ciclo
estral, ou a dosagem plasmatica dos hormonios circulantes. Para minimizar a variabilidade
natural nas concentragdes plasmaticas de hormoénios circulantes, muitos estudos tém
empregado gonadectomia e reposicdo hormonal. No entanto, esta abordagem também tem
limitagcdes. Por exemplo, a sensibilidade da P4P4 € altamente dependente da exposic¢éo prévia
ao estrogénio, em parte porgque 0s estrogénios induzem a expressdo do receptor de P4 no

encéfalo. Assim, é praticamente impossivel recriar experimentalmente a periodicidade natural
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e as concentragfes plasmaticas de E2 e P4 em um rato gonadectomizado,. Os seres humanos
podem facilmente manipular niveis de hormdnios sexuais (contraceptivos orais e esterdides),
mas as suas ac¢les respiratdrias ndo sao bem compreendidas (Behan e Kinkead, 2011).

De forma interessante,em nossos resultados as ratas castradas e também com
reposicdo hormonal, apresentaram menor resposta ventilatéria a hipercapnia comparada com
as fémeas em estro. . O estro é a fase do ciclo estral em que os horménios gonadais estdo em
suas concentracdes plasmaticas mais baixas, € mesmo com a reposi¢do hormonal nos animais
castrados a resposta ventilatoria ndo foi recuperada E provavel que, mesmo E2 e P4 sendo os
principais horménios gonadais femininos, outros fatores podem atuar na ventilacao.
Hormdnios gonadais incluem esterdides sexuais e androgenos, e também hormonios
peptidicos, como a prolactina, ativina, inibina e folistatina (Findlay, 1993) que podem estar
atuando na respiracdo. Contudo, ainda ndo existem estudos desses hormdnios no controle da
ventilacao.

Em machos, existem poucos estudos sobre os efeitos da T na ventilacdo e controle
ventilatorio (Tatsumi et al., 1995 ). A administracdo de T em homens hipogonadais leva, em
alguns casos, ao aumento da ventilacdo e da taxa metabolica, sem mudanca na P,CO, arterial
ou volume corrente ( White et al, 1985). Aumentos semelhantes da ventilacdo foram
observados em gatos castrados (Tatsumi et al., 1994 ). NO&s observamos que ratos intactos
tiveram uma resposta ventilatéria a hipercapnia significativamente maior do que ratos
orquidectomizados.

Como o metabolismo dos animais é baseado na taxa de oxidacdo de seus substratos
energéticos, o célculo do consumo de oxigénio (VO,) nos permite deduzir o aumento ou ndo
da taxa metabdlica do organismo (Suen et al, 1998). De acordo com nossos dados, nem a
reposi¢cdo hormonal, nem a castracdo foram capazes de atuar sob o metabolismo energético
nos animais. Assim sendo, concluimos que os hormdnios sexuais gonadais participam das

respostas ventilatorias a hipercapnia, ja que animais intactos, tanto machos quanto fémeas,
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obtiveram uma Ve e Ve/VO, significativamente maiores em hipercapnia, do que animais
castrados, demonstrando assim uma hiperventilacdo diretamente relacionada aos horménios
gonadais.

De acordo com Nussey e Whitehead (2013) o aumento da P4 depois da ovulagdo
causa um pequeno aumento da temperatura corporal, 0 que corrobora com nossos dados
quanto ao aumento da temperatura corporal de fémeas em estro. No entanto, quando fazemos
a ovariectomia e posterior reposicdo hormonal, ndo observamos aumento na temperatura
corporal, apds a injecdo de P4, o que indica que nossa reposi¢cdo nao simulou um ciclo estral
regular, pelo menos no que se refere a Tc, uma vez que com a reposi¢cdo ndo obtivemos um

resultado comparado ao de um animal intacto em estro.

7.3. Comparacao entre macho e fémea

Saiki e Mortola (1996) mostraram que a resposta ventilatoria e o equivalente
respiratorio em hipoxia durante o sono foi 23% maior em ratas do que em ratos. Os autores
demonstraram também, que ndo existe um dimorfismo sexual definido em ratos pré-plberes
(1-3 semanas apOs 0 nascimento; puberdade ocorre em 35-50 dias), comparado a animais
ovariectomizados aos 21 dias de idade. Wenninger et al. (2009) mostraram que a Ve /VO; de
ratos machos adultos é maior do que em fémeas.

Nossos estudos demonstraram que em fémeas adultas intactas (em estro) a resposta
ventilatoria e Ve/VO, em hipercapnia foi superior do que em machos intactos, e ambos foram
maiores do que em animais castrados demonstrando que existe um dimorfismo sexual nas

respostas nestas respostas ventilatorias mediados pelos hormoénios gonadais.

8. CONCLUSAO



51

Apesar das flutuagdes hormonais que ocorrem durante o ciclo estral isto ndo afeta as
respostas ventilatorias a hipercapnia em ratas, no entanto ratas ovariectomizadas apresentam
resposta ventilatoria diminuida. Contudo a reposi¢do hormonal com E2 ou P4 ndo causou
diferenca significativa na ventilagio o que sugere que, apesar de serem 0S principais
horménios sexuais existe a influencia de mais fatores gonadais nestas respostas. Machos
orquidectomizados tiveram uma resposta ventilatoria a hipercapnia menor que ratos intactos,
sugerindo que os hormdnios ou demais fatores gonadais, participam da resposta ventilatoria a
hipercapnia tanto em machos quanto em fémeas. Adicionalmente, as fémeas apresentam uma

resposta ventilatdria a hipercapnia maior do que machos.
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ANEXO 1:
Tabela comparativa entre grupos, com valores significativos para p<0.005, em normocapnia

e hipercapnia, entre fémeas em diferentes fases do ciclo estral, considerando Ve fR, Vr T,

Normocapnia Hipercapnia Normocapnia Hipercapnia

Ve ns ns Ve ns ns
V1 ns ns VT ns ns

O o

g fR ns ns g fR ns ns

o a

4 VO, ns ns 4 VO, ns ns

o o

B VelVO, ns ns b Ve/VO, ns ns
Tc p<0,001 p<0,001 Tc p<0,01 p<0,01
VE ns ns VE ns ns

o V+ ns ns o V1 ns ns

] 17

& fR ns ns S fR ns ns

[<5} o

= »

% VO, ns ns E VO, ns ns

= b

E VEe/VO, ns ns -é’ VEe/VO, ns ns
Tc p<0,01 p<0,05 Tc ns ns
Ve ns ns VE ns ns

) V1 ns ns o VT ns ns

B z

b fR ns ns 5 fR ns ns

S =

Q VO, ns ns g VO, ns ns

o o

E VE/VO, ns ns § VEe/VO, ns ns

(@] o

Tc ns ns Tc ns ns
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Tabela comparativa entre grupos, com valores significativos para p<0.005 em normocapnia e

hipercapnia, entre fémeas ovariectomizadas que receberam injecdes de 6leo (OVX+0O, n=6),

reposicdo hormonal de Cipionato de E2 (OVX+E2, n=6), ou uma combinacdo de Cipionato

de E2 e P4 (OVX+EP, n=5) e fémeas intactas em estro (n=6), considerando Vg fR, V1 Tc,

VO, Vg, /VO,,
Normocapnia Hipercapnia Normocapnia Hipercapnia
Ve ns ns Ve ns ns
w Vr ns ns Q. Vr ns ns
¥ +
X x
> fR ns ns S fR ns ns
) O
S VO, ns ns g VO, ns ns
* ¥
X VeVO, ns ns X VelVO; ns ns
O O
Tc ns ns Tc ns ns
Ve ns P<0.001 Ve ns ns
V1 ns P<0.001 o VT ns ns
: 2
L1} R ns P<0.05 § fR ns ns
S )
(%)
9 VO, ns ns Ii VO, ns ns
X ¥
5 Ve/VO, ns P<0.01 § Ve/VOs, ns ns
@]
Tc ns ns Tc ns ns
Ve ns P<0.001 VE ns P<0.01
V+ ns P<0.001 ° V+ ns P<0.01
(@] -
= A7
g fR ns P<0.001 W fR ns P<0.05
@ g
w Vo, ns ns % VO, P<0.05 ns
X
X
3 VeVO, ns P<0.05 2 VeVO, ns P<0.05
Tc ns ns Tc ns ns
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Tabela comparativa entre grupos, com valores significativos para p<0.005 em normocapnia

e hipercapnia, entre machos intactos (n=6) e orquidectomizados (n=5), considerando Vg fR,

VT, Tc, VOz e VE,/VOg

Normocapnia Hipercapnia

Intacto vs ORX

VE

Vr

fR

VO,
Ve/VO,

Tc

ns

ns

ns

ns

ns

ns

P<0.001

P<0.05

ns

ns

P<0.05

ns
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ANEXO 4

Tabela comparativa entre grupos com valores significativos de p<0.005 em normocapnia e
hipercapnia, entre fémeas ovariectomizadas que receberam 06leo (OVX+0O, n=6) e fémeas
intactas em Estro (n=6) e entre machos intactos (n=6) e orquidectomizados (n=>5),

considerando Vg fR, V1, Tc, VO, Vg, /VO,,

Normocapnia Hipercapnia Normocapnia Hipercapnia

Ve ns P<0.001 o Ve ns P<0.05
é V1 ns P<0.05 % V1 ns ns
S fR ns ns 3 fR ns ns
2 VO, ns ns 2 VO, ns ns
€ VeVO, ns P<0.05 g VelVO, ns P<0.05
£ Tc ns ns £ Tc ns ns

VE ns P<0.001 Ve ns ns
o Vr ns P<0.001 o Vr ns ns
& 1R ns ns % frR ns ns

>

< VO, ns ns Q VO, ns ns
% Ve/VO, ns P<0.05 ; Ve/VO, ns ns
£ Tc p<0,001 p<0,001 S Tc ns ns

Ve ns P<0.001 Ve ns P<0.001

Vr ns P<0.001 g Vr ns P<0.001
g fR ns ns @ fR ns P<0.001
ﬁ VO, ns ns ; VO, ns ns
% VelVO, ns P<0.05 % Ve/VO, ns P<0.001
L Tc  p<0,001  p<0,001 3 T ns p<0,001



