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RESUMO

O locus coeruleus (LC) é um grupamento noradrenérgico pontino que atua como um
quimiorreceptor central a CO,/pH e esta associado a um grande numero de processos
fisiolégicos e comportamentais, entre eles, ciclo sono-vigilia, alimentacdo, controle
respiratorio e cardiovascular, nocicepcao, termorregulacdo e aprendizado. O LC tem sido
também implicado nos aspectos cognitivos na resposta ao stress, em parte por meio da agéo
do fator liberador de corticotrofina (CRF) que, ao ser liberado nessas situacdes, aumenta a
frequéncia de disparo dos neurdnios noradrenérgicos do LC. O CRF é o maior estimulador da
secrecdo hipofisaria de ACTH (hormonio adrenocorticotrofico), sendo que seus receptores
(tipos 1 e 2) estdo difusamente distribuidos no sistema nervoso central (SNC), incluindo o LC.
Neste contexto, nos testamos o envolvimento dos receptores CRF; no LC na resposta
respiratoria a0 CO, em ratos adultos ndo anestesiados, por meio da microinjecdo de
antalarmina (antagonista de CRF;) no LC (0,05 e 0,1 pg / 0,1 pL). A ventilagdo pulmonar
(Ve) e a temperatura corporal (Tc, dataloggers) foram medidas no ar e seguido de 7% CO; em
ratos ndo anestesiados. N&o houve alteracdo na Tc entre 0S grupos em normocapnia e
hipercapnia. Observamos aumento da ventilagdo em normocapnia, nos tempos de 5 a 15
minutos apds a microinjecdo de antalarmina (dose 0,1 pg / 0,1 puL) em comparacdo ao
controle, devido a um aumento do volume corrente. A resposta hipercapnica de animais
tratados com o antagonista de CRF; foi maior em ambas as doses administradas, a dose de
0,05 pg /0,1 pL provocou um aumento da ventilagdo em 15 min apds a exposi¢cdo CO,, e essa
resposta aumentou ainda mais na dose de 0,1 pug / 0,1 pL em 30 minutos apds a exposicao
CO, em comparacdo com animais tratados com veiculos, devido a um aumento do volume
corrente. Nossos resultados sugerem que os receptores CRF; no LC exercem um papel

inibitdrio tdnico na ventilagdo e a modulacao inibitoria na resposta respiratédria ao CO..



Palavras Chaves: locus coeruleus (LC), CRF, receptores CRF-1, hipercapnia, ventilagéo,

quimiorrecepcao.



10

ABSTRACT

Locus coeruleus (LC) is a pontine noradrenergic group that acts as a central
chemoreceptor to CO,/pH and it is involved in the cognitive aspects of stress response and it
is associated with a large number of physiological and behavioral processes, including sleep-
wake cycle, feeding, cardiovascular and respiratory control, nociception, thermoregulation
and learning. The LC has also been implicated in the cognitive aspects of stress responses, in
part through the action of corticotropin releasing factor (CRF), which when released in these
situations increases the firing frequency of LC noradrenergic neurons. CRF is the largest
stimulator of the pituitary secretion of ACTH (adrenocorticotropic hormone) and their
receptors (types 1 and 2) are widely distributed in the central nervous system, including the
LC. Thus, we tested the involvement of CRF; receptors (CRF;) located in the LC in the
ventilatory and thermal responses induced by hypercapnia (7%CO,) in rats. To this end, we
injected antalarmin (a CRF; antagonist, 0.05 and 0,1 pg/0.1 pL) into the LC of male Wistar
rats. Pulmonary ventilation (Vg) and body temperature (Tb, dataloggers) were measured in air
and followed by 7% CO; in unanesthetized rats. There were no differences in body
temperature between groups under normocapnia and hypercapnia. We observed an increased
ventilation in normocapnia, at 5 to 15 minutes after microinjection of antalarmin (dose 0.1 pg
/ 0.1 pL) compared to the control, due to an increase in tidal volume. The hypercapnic
response in antalarmine treated animals was higher compared to control groups. The dose of
0.05 pg / 0.1 pL caused an increase in ventilation 15 min after CO, exposure and this
response increased further with the dose of 0.1 pg / 0.1 pL at 30 minutes after hypercapnia,
due to an increased tidal volume. Our results suggest that CRF; receptors in the LC exert a
tonic inhibitory role in the ventilation and the inhibitory modulation of the respiratory
response to CO,.

Keywords: locus coeruleus, CRF, CRF; receptors, hypercapnia, ventilation, chemoreception.
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1.0. LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estereotaxia para implantacdo da canula unilateral no LC de ratos Wistar.

Figura 2. Cirurgia para implantacdo da canula na artéria femural de ratos Wistar, isolamento

da artéria (A) e implante da canula (B).

Figura 3. llustracdo do experimento, sistema Biopac e computador, animais posicionados nas
camaras para determinacéo da ventilacdo pelo método de plestimografia de corpo inteiro.

Figura 4. Fotomicrografia de uma secgdo transversal do tronco enceféalico mostrando o sitio
de microinjecdo (seta) intra-Locus Coeruleus (LC) de um animal representativo dos grupos.

4V/: quarto ventriculo.

Figura 5. Efeito da microinjecdo no LC e Peri-LC do veiculo DMSO e do antagonista CRF;
(antalarmina, 0,05 e 0,1 pg/0,1 pL) sobre o volume corrente (V1), frequencia respiratoria (fR)
e Ventilagdo (Vg) em ratos durante normocapnia. A seta indica 0 momento da
microinjecdo.*Indica diferenca significativa do grupo antalarmina (0,1 pg/0,1 puL) com o0s

outros grupos.

Figura 6. Efeito da microinjecdo do veiculo DMSO, do antagonista do receptor-1 de CRF
(antalarmina) intra-LC e Peri-LC sobre a Tc em condi¢Bes normocapnicas. A seta indica o

momento da microinjec&o.

Figura 7 Efeito da microinjecdo no LC e Peri-LC do veiculo DMSO e do antagonista CRF;

(antalarmina, 0,05 e 0,1 pg/0,1 uL) sobre o volume corrente (V), frequéncia respiratoria (fR)
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e Ventilacdo (Vg) em ratos durante hipercapnia (7% CO,). A seta indica 0 momento da
microinjecdo. #Indica diferenca significativa do grupo antalarmina 0,05 pg/0,1 pL com o0s
outros grupos, exceto o grupo antalarmina 0,1 pg/0,1 pL. *Indica diferenca significativa do
grupo antalarmina 0,1 pg/0,1 uL com os outros grupos exceto o grupo antalarmina 0,05

pg/0,1 L.

Figura 8. Efeito da microinjecdo do veiculo DMSO, do antagonista do receptor-1 de CRF
(antalarmina) intra-LC e Peri-LC sobre a Tc em condicGes hipercapnicas (7% CO;). A seta

indica 0 momento da microinjecéo.

Tabela 1. Pressdo parcial de O, e CO, (PaCO,, Pa0,), pH arterial (pHa) e concentracdo
plasmatica de HCO3; ([HCO3]) de ratos Wistar no grupo controle, peri e tratados com
antalarmina durante normocapnia (0% COy), hipercapnia (7% CO,) e periodo de recuperagédo

normocapnia (0% CO,).
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2.0 INTRODUCAO

2.1 Locus coeruleus e quimiorrecepcao central

Os sistemas respiratorio e cardiovascular sdo responsaveis por fornecer O, aos tecidos e
retirar 0 CO, produzido metabolicamente. A atividade respiratdria é gerada no sistema
nervoso central (SNC) e é dependente de aferéncias que informam as pressdes parciais dos
gases sanguineos, o pH dos liquidos corporais, 0s gases inspirados e o estado de estiramento
do pulmdo, transmitidas por quimio e mecanorreceptores. A integracdo destas aferéncias pelo
SNC resulta em modulacdo das eferéncias aos musculos que controlam o sistema respiratorio
e cardiovascular.

Os quimiorreceptores centrais detectam mudancas de CO,/pH no sangue e no liquor
para manter constante a pressao parcial arterial de CO; e o pH sanguineo. Estudos realizados
em 1960 sugeriram que quimiorrecepcao central reside na ou préximo da superficie ventral do
bulbo (Loeschcke 1982; Nattie 1999 e Feldman et al. 2003). No entanto, vérias evidéncias
recentes indicam que 0s quimiorreceptores centrais estdo amplamente distribuidos no SNC,
em diferentes areas do tronco encefélico, incluindo o nucleo do trato solitario, ndcleo
fastigial, nucleo retrotrapezoide, rafe rostral bulbar e o locus coeruleus (LC) (Loeschcke
1982; Coates et al.,1993; Nattie, 1999; Solomon et al., 2000; Ballantyne & Scheid, 2001;
Nattie, 2001; Nattie & Li, 2002). Dentre esses nucleos, o LC apresenta um papel de destaque,
pois, possui a maior porcentagem de neurdnios (>80%) estimulados por CO,/pH (Pineda &
Aghajanian, 1997; Oyamada et al., 1998). Esse grande nimero de neurdnios quimiossensiveis
faz deste nucleo uma regido ideal para o estudo das respostas compensatorias as alteracdes do
CO,/pH.

O LC é um par de nucleos localizados bilateralmente na ponte que possui 0 maior
conjunto de corpos celulares noradrenérgicos (grupo celular A6) do SNC. Suas extensas

projecdes suprem inervacdo noradrenérgica a muitas estruturas corticais e subcorticais do
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encéfalo e da medula espinhal (Yang et al. 1997). Esta estrutura esta associada a um grande
numero de processos fisiologicos e comportamentais, entre eles, ciclo sono-vigilia,
alimentacdo, controle respiratorio e cardiovascular, nocicepcdo, termorregulacdo e
aprendizado (Hobson et al., 1975; Aston-Jones & Bloom, 1981; Oyamada et al., 1998; Fabris
et al., 2000; Almeida et al., 2004).

Para os mamiferos, alguns estudos demonstram que os neurdnios do LC tém sua taxa
de disparo relacionada a atividade respiratoria, ou seja, eles tém acesso direto as informacdes
dos nucleos respiratorios bulbares (Oyamada et al., 1998, 1999; Andrzejewski et al., 2001). A
estimulacdo elétrica e quimica no LC atenua a inibicdo da inspiracdo causada pela
estimulacdo elétrica no Complexo Bétzinger, sugerindo que a LC também desempenha um
papel na modulacédo da inibicdo da inspiracdo promovida pelo Complexo Boétziger (Wang et
al., 2004). Segundo Haxhiu et al. (2001), o aumento da atividade dos neurdnios do LC
induzido pela hipercapnia promove a liberacdo de noradrenalina, que possivelmente ira atuar
nos neurdnios respiratorios bulbares para promover o aumento da ventilagéo.

Recentemente, estudos em nosso laboratorio demonstraram que a lesdo quimica dos
neurbnios noradrenérgicos do LC com 6-OHDA ou lesdo dos neurbnios que expressam
receptores NK-1 utilizando a toxina SP-SAP atenuam o aumento da ventilagdo induzido por
hipercapnia (7% CO;) (Biancardi et al., 2008; de Carvalho et al., 2010). Essa diminuigéo da
ventilacdo ocorre devido a uma reducdo do volume corrente (Biancardi et al., 2008), e nesse
estudo viu-se uma reducdo de 80% em neurdnios noradrenérgicos LC associada a uma
diminuicdo de 64% na resposta de CO,, este fato sugere que 0s neurdnios noradrenérgicos do
LC estdo envolvidos no processamento ou na modulagdo de informagdo quimiorreceptiva
central.

O LC é inervado por fibras que contém diversos neurotransmissores, tais como o

glutamato, &cido gama - aminobutirico (GABA), serotonina, adrenalina, e orexina
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(hipocretina) (Aston-Jones et al., 1995). O nucleo paragigantocellularis lateral (NPL) € uma
fonte para o glutamato, GABA, encefalina, fator de liberacdo de corticotrofina (CRF), e
epinefrina. Recentemente, estudos do nosso laboratorio mostraram que a serotonina (Moreno
de Souza et al., 2010), o glutamato (Taxini et al. , 2013), ATP (Biancardi et al. , 2014)
atuando sobre os neurdnios do LC exercem um papel importante na resposta ventilatoria

hipercapnica.

2.2 Locus coeruleus e termorregulacao

A regulacdo da temperatura corporal € um equilibrio entre mecanismos relacionados a
producdo e a perda de calor. A hipercapnia pode resultar em uma queda da temperatura
corporal de modo indireto, por promover taquipnéia (Barros et al., 1998). Desta forma,
paralelamente ao aumento da ventilacdo, a hipercapnia pode resultar em uma queda da
temperatura corporal pelo fato do aumento da dissipacdo de calor por vapor de dgua no ar
expirado (Branco e Wood, 1994; Barros et al., 1998). Contudo, alguns estudos mostram que o
aumento da ventilagdo induzido por hipercapnia pode ser acompanhada por alteracbes na
temperatura corporal e na taxa metabdlica (Sachdeva e Jennings, 1994). No entanto, até o
momento, 0s mecanismos pelos quais a elevacdo do CO, ou reducdo do pH afetam a
termorregulagéo ndo séo bem esclarecidos.

Estudos de Tamaki e Nakayama (1987) observaram que a hipercapnia promove um
aumento da atividade dos neurdnios da area pré-Optica do hipotdlamo anterior, regido
encefélica essencial para a regulacdo da temperatura corporal (Boulant, 1998; 2000). Estudo
em cobaias recém-nascidas demonstrou que a temperatura retal comeca a decair quando 0s
animais sdo expostos a 6% de CO, (Farkas e Donhoffer, 1975). Em ratos, verificou-se uma
inibicdo completa da termogénese quando os animais foram submetidos a misturas gasosas

contendo 10% ou mais de CO, (Pepelko e Dixon, 1974). Alguns autores acreditam que a


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T3J-3SBVW3T-B&_coverDate=02%2F28%2F1998&_alid=175278852&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_qd=1&_cdi=4948&_sort=d&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=9ef9edc10601edd72eb18bc5e5db9d63#b20#b20
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queda da temperatura corporal induzida por hipercapnia parece ndo ser consequéncia de uma
qgueda no metabolismo ou na producdo de calor, como ocorre na hipdxia. Assim, Lai et al.
(1981) demonstraram que a exposicéo prolongada a hipercapnia (5 ou 7% CO;) promove uma
reducdo da temperatura corporal de 1-1,5°C em ratos. Tal fenémeno provavelmente se deve a
perda de calor por hiperpnéia e vasodilatacdo cutanea. Vale destacar que condigdes
hipercapnicas podem induzir a queda da temperatura corporal em diversas espécies, desde
anfibios a mamiferos (Barros et al., 1998). Contudo, Barros et al. (2004) e Gargaglioni et al.
(2005) relataram a auséncia de reducdo da temperatura corporal de roedores em situacdes
hipercapnicas.

Alguns estudos demonstraram que o LC participa do controle da termogénese durante
a febre, visto que os neurbnios do LC fazem parte de um sistema neuronal que é
especificamente ativado por pirogénios (prostaglandinas - E;) aumentando a termogénese e
levando o individuo a um quadro de febre (Almeida et al., 2004; Ravanelli et al., 2007;
Soriano et al., 2010). O estudo prévio de Almeida et al. (2004) demonstrou que a leséo
quimica e eletrolitica dos neurénios do LC ndo afeta a temperatura basal de ratos em
temperatura considerada subtermoneutra (23°C), e foram um pouco maiores, embora nédo
significativo, nos animais lesados expostos a temperatura considerada termoneutra (28°C).
Entretanto, neste mesmo estudo os autores demonstraram que a lesdo dos neurdnios
catecolaminérgicos do LC atenuou a febre induzida por LPS a 23°C e ndo a 28°C, sugerindo
que o LC ¢ parte da via neuronal termoefetora ativada por pir6genos para promover a febre.

No entanto, infere-se que a 23°C exista a necessidade de ativacdo do tecido adiposo
marrom, via ativacdo simpatica, para que se inicie a producéo de calor, gerando um quadro de
febre, uma vez que a temperatura ambiente esta em condi¢Ges subtermoneutra. Ja a 28°C,
condicdo ambiental considerada neutra, apenas uma inibicdo de mecanismo de perda de calor

é suficiente para o desencadear de estado febril, e desta forma a ativacdo dos neurénios
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noradrenérgicos do LC ndo seria necessario (Almeida et al.,, 2004). Porém, trabalhos
desenvolvidos em nosso laboratério (Biancardi et al., 2008; de Carvalho et al., 2010)
demonstraram que a lesdo de neurénios catecolaminérgicos e NK-1 do LC, respectivamente,

ndo afetam a temperatura corporal durante a normocapnia e condi¢des hipercapnicas.

2.3 Fisiologia do CRH

O CRH, horménio liberador de corticotrofina, nos seres humanos € sintetizado na forma
de um precursor de 91 aminoacidos denominado pré-pro-CR, este depois € processado a um
peptideo de 41 aminoacidos. O CRH humano é idéntico ao do rato, e diferente do CRH ovino
em somente 7 aminoacidos, sendo sua estrutura preservada entre diferentes espécies (Ayala,
2002). O mesmo autor em sua revisdo, afirma que o CRH é o principal estimulo da secrecao
de ACTH (hormonio adenocorticotrofico) na adenohipofise. Este hormdnio encontra-se
presente na divisdo parvocelular do nucleo paraventricular hipotalamico, onde também
existem outros estimuladores do ACTH, como os opidides e vasopressina. A transcri¢cdo do
gen do CRH aumenta de forma significativa durante periodos de estresse.

Ainda de acordo com Ayala (2002), o CRH encontra-se presente no plasma humano em
quantidades minimas, exceto na gravidez, onde aumenta consideravelmente.
Aproximadamente 90% do CRH circulante liga-se a uma proteina de alta afinidade (chamada
proteina carreadora do CRH - CRH binding protein ou CRH-BP). A CRH-BP encontra-se
também presente na placenta, SNC e figado. O CRH por sua vez, é ativado ligar-se ao seu
receptor de membrana celular acoplado a proteina G, aumentando assim 0s niveis
intracelulares de AMP ciclico e o influxo de calcio. Existem dois tipos de receptores do CRH,
rCRH; e rCRH,, sendo que estudos mostram que o rCRH-1 parece ser 0 mais importante
mediador da resposta ao estresse, embora 0 rCRH-2 tenha sido estudado de forma menos

sistematica devido a falta de bloqueadores especificos.
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2.4 Fator de liberacéo de corticotrofina (CRF) e LC

Desde a descoberta da hormonio libertador de corticotropina (CRH) como um
iniciador primario para liberacdo do hormonio adenocorticotropico (ACTH) (Vale et al.,
1981), o CRH foi localizado em muitas regides extra- hipotalamicos, onde desempenha um
papel importante na resposta comportamental ao estresse (Jedema & Grace, 2004).

O fator de liberacao de corticotrofina (CRF) atua como uma neuro-hormonio e inicia a
cascata de libertacdo do ACTH e a subsequente liberacdo de corticosteroides suprarrenais, que
¢ tipico da resposta ao estresse (Vale et al., 1981). Além disso, o CRF atua como um
neurotransmissor para promover respostas autondmicas e comportamentais a um estimulo
estressante (Owens e Nemeroff, 1991; Valentino e Van Bockstaele, 2002), sendo que o LC ¢
um dos alvos deste hormonio (Valentino e Van Bockstaele, 2002, 2008; VVan Bockstaele et al,
1996).

O CRF atua como um importante regulador dos sistemas enddcrino, autbnomo,
imunolégico, relacionando-se com respostas comportamentais e cognitivas frente ao estresse
(Reyes et al., 2014), agindo como neuromodulador para ativar o sistema noroadrenérgico do
locus coeruleus, em resposta a certos desafios, tais como hipotenséo, hipovolemia, frio e
imobilizagdo (Melia e Duman, 1991; Valentino et al., 1991; Berridge et al., 1993; Smagin et
al., 1997; . Curtis et al., 2001).

Apesar do mecanismo pelo qual o estresse induz ativacdo dos neurdnios
noradrenérgicos do LC ndo esteja completamente estabelecido, eferentes que liberam o fator
liberador de corticotropina (CRF) no LC parecem ser os principais mediadores. Estudos
eletrofisiologicos e imunohistoquimicos sustetam a hipotese de que o neurohormonio fator de
liberacdo de corticotrofica (CRF) atua diretamente no LC (Valentino et al., 1992).

O LC recebe projecdes diretas do nucleo paragigantocelular e o nucleo de Barrington

que liberam CRF e também projecOes via regido pericoerulear provenientes da amigdala,
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estria terminal e hipotdlamo (Van Bockstaele et al., 1996; 1998). Durante um evento
estressante, 0 CRF age no LC promovendo a ativacdo dos neurdnios noradrenérgicos que
coordenam a vigilia, atencdo e alerta (Curtis et al., 1997; Valentino e Van Bockstaele, 2008).
Neste contexto, a imunorreatividade ao CRF no LC é aumentada pela exposicdo ao frio
(Chappell et al., 1986) e o CRF ¢é funcionalmente importante para a ativacao do LC durante a
exposicdo a varios agentes estressores como hipovolemia, frio e imobilizacdo (Melia e
Duman, 1991; Valentino et al., 1991; Smagin et al., 1997).

Recentemente, Reyes et al. (2014) relataram que o CRF também serve como um
neuromodulador para ativar o sistema noroadrenérgico do LC em resposta a certos desafios
(Valentino e Van Bockstaele, 2002, 2005; Reyes et al., 2006, 2008). Estudos convergentes e
evidéncias sugerem que o CRF € a base essencial da resposta ao estresse, que regula por sua
vez a atividade do sistema noroadrenérgico do LC durante o estresse (Valentino e Van
Bockstaele, 2005).

Estudos revistos por Reyes et al. (2014) relatam que os terminais axonais dos
neuronios CRF fazem sinapses com os dendritos dos neurdnios LC, e que a administracdo de
CRF no LC in vivo e in vitro provoca um aumento ténico de longa duragcdo na taxa de
disparos desses neurdnios. (Van Bockstaele et al., 1996, Curtis et al., 1997; Jedema e Grace,
2004). Da mesma forma, Curtis et al. (1997) mostraram a ativacdo do LC pelo CRF através
do aumento da atividade eletroencefalogréfica cortical.

O CRF exerce suas ac¢des atuando em dois receptores que sao acoplados a proteina G:
CRF; e CRF, (Dautzenberg e Hauger, 2002; Perrin e Vale, 1999), sendo que os dois
receptores sdo encontrados em regides envolvidas com a regulacdo do estresse. Sauvage e
Steckler (2001) encontraram uma alta imunorreatividade de CRF; em praticamente todos 0s
neurdnios do LC, ja o CRF, € mais proeminente na regido septal, plexo coroide e lobo

posterior da hipofise e nucleo do trato solitario (Van Pett et al, 2000). Hillhouse e
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Grammatopoulo (2006) ressaltam que 0s receptores em questdo sdo produzidos a partir de
genes distintos. Sabe-se que ambos receptores, CRFrl e CRFr2, foram expressos em Varios
tecidos centrais e periféericos, sendo que no LC ha muitos receptores do tipo 1.

A ativacdo do eixo hipotdlamo-hipo6fise- adrenal é considerado um marco da resposta
ao estresse, e paralelamente a isso, sistemas noroadrenérgicos também sdo ativados. Quando
hd o envolvimento de projecdes noroadrenérgicas medulares ao nucleo paraventricular do
hipotdlamo, ocorre a regulacdo da resposta endocrina ao estresse (Valentino e Van
Bockstaele, 2005). Projecdes noroadrenérgicas penetram no nucleo pontinho, LC e na parte
frontal do cérebro, podendo servir como um membro cognitivo ou comportamental na
resposta ao estresse.

Outra relacdo do CRF com o LC é evidenciada nos resultados obtidos de Kubota et
al (2012), os quais sugerem que os neurdnios CRF no Nucleo Paraventricular do Hipotalamo
(PVN) podem mediar a resposta de excita¢do durante o comportamento do bocejo através da
ativacdo dos neurdnios noroadrenérgicos do LC e neur6nios serotoninérgicos do nucleo dorsal

da rafe.
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3. OBJETIVOS

A proposta do presente trabalho foi verificar a participacdo do fator de liberacdo de

corticotrofina (CRF) no Locus coeruleus frente ao estimulo hipercapnico. Para tanto, nossos
estudos foram divididos nos seguintes experimentos:

1. Avaliar se os receptores CRF; no LC estdo envolvidos na regulacdo das respostas
respiratorias e térmicas em normocapnia através da microinjecdo de antalarmina
(antagonista de CRF; — doses 0.05 e 0,1 pg/0.1 pL) no LC de ratos nédo
anestesiados.

2. Avaliar se os receptores CRF; no LC estdo envolvidos na regulacdo das respostas
respiratorias e térmicas em hipercapnia através da microinjecdo de antalarmina
(antagonista de CRF; — doses 0.05 e 0,1 pg/0.1 pL) no LC de ratos nédo

anestesiados.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1. Animais

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar, pesando de 300 a 350g. No total,
contando os animais cuja microinjecdo caiu no LC, e os Peri-LC, usamos em nossos estudos
194 ratos. Animais que tivemos a microinjecdo positiva no LC foram 47, sendo 29
pertencentes ao grupo normocapnia (veiculo, 12 animais e droga, 17 animais), e 18 que
compuseram o grupo hipercapnia (veiculo, 6 animais e droga, 12 animais). Os animais foram
acondicionados a temperatura controlada de 24+1°C e submetidos a um ciclo claro/escuro de
12/12h. Os animais tiveram livre acesso a dgua e racao e o0s experimentos foram realizados
entre as 8h00 e 17h00.

Este estudo conta com a aprovacdo da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e com a aprovacdo do Comité de Etica e Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias - FCAV - UNESP- Jaboticabal; Protocolo:

024088/14.

4.2 Drogas e misturas gasosas utilizadas

Utilizamos o antagonista para CRF;, antalarmina (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, EUA)
em duas concentragdes (1,2 milimolar — 0,05 pug / 0,1 puL e 2,4 milimolar — 0,1 pg / 0,1 pL),
que foi dissolvido em DMSO 10 % (dimetilsulféxido), empregado como veiculo. A mistura
gasosa de 7% CO,, 21% O, em N, balan¢o foi adquirida da White Martins Gases Industriais

Ltda (Sertdozinho, SP).

4.3 Cirurgias estereotaxicas
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Para a realizacdo das cirurgias estereotaxicas, os ratos foram anestesiados com
ketamina (100 mg/kg, ip) e xilasina (10 mg/kg, ip) e fixados em um estereotaxico (Kopf

Instruments, Kent, Inglaterra).

4.3.1. Implantac@o de canula unilateral no LC: Uma canula guia de aco inoxidavel
(15 mm de comprimento e 0,7 mm de didmetro externo) foi implantada 1 mm acima do LC de
acordo com as coordenadas de Paxinos e Watson (1998); LC: angulacdo da torre: 15° AP: -
3,4 mm do lambda, L: -1,2 mm do lambda, D: -5,8 mm. A céanula foi fixada ao créanio por
meio de parafusos e acrilico dental. Um mandril foi mantido dentro da canula para prevenir
oclusdo da cénula e infeccdo. Apds esses procedimentos, os animais foram retirados do
estereotdxico e colocados em caixas individuais com agua e ragdo “ad libitum”, sendo
mantidos em uma sala com temperatura ambiente, umidade e luminosidade controladas, por

um periodo de 7 dias. Apos esse periodo aos protocolos experimentais foram iniciados.

Figura 1. Estereotaxia para implantacdo da canula unilateral no LC de ratos Wistar.
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4.4 Medidas da temperatura corporal

Um sensor e registrador de temperatura integrado (“data loggers™) (SubCue, Calgary,
AT, CA) foi implantado na cavidade abdominal dos ratos, através de uma incisdo na parede
abdominal para medida de temperatura corporal, pois esse parametro € essencial para o
calculo da ventilacdo. Ao final das intervengdes cirirgicas os animais serdo tratados com
1.200.000 unidades de pentabidtico veterinario. Apos a calibracéo prévia aos experimentos, 0s
“data loggers” foram conectados a um computador, via uma conexao oOptica e programados
para a coleta de dados ao longo do experimento com leituras a cada 1 min utilizando-se o

programa “SubCue temperature data logger software”.

4.5 Microinjecoes

Uma seringa Hamilton (1uL) e uma agulha (Mizzy 200 um de diametro externo)
conectada a um tubo de polietileno PE-10 foi utilizada para realizar as microinjecdes no LC.
As injecBes foram feitas com um volume de 0,1 pL durante um periodo de 1 minuto
utilizando-se um aparelho de microinjecdo (modelo 310, Stoelting Co., Il, EUA). Ao final do
experimento, 100 nL de uma solugdo 2% de Azul de Evans foi microinjetada para determinar

0s sitios de injecdo para posterior analise histoldgica.

4.6 Canulacao da artéria femoral

A canulacdo dos animais para coleta da gasometria foi realizada um dia antes dos
experimentos para evitar infecgfes. Uma incisdo de 1 cm foi feita na regido inguinal direita e
a artéria femoral direita foi exposta. Um cateter de polietileno composto por um segmento PE-
10 de 4,5 cm de comprimento, ligado a um cateter PE-50 de 15 cm, foi colocado na artéria

femoral. A extremidade livre do cateter foi exteriorizada e fixada na area interescapular.
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A
Figura 2. Cirurgia para implantagdo da canula na artéria femural de ratos Wistar, isolamento

da artéria (A) e implante da canula (B).

4.7 Determinagé&o da ventilagéo

As medidas de ventilacdo foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro (Bartlett e
Tenney, 1970). Durante a realizacdo de cada medida de ventilagdo, o fluxo de ar foi
interrompido e a cadmara do animal permanecia totalmente vedada por curtos periodos de
tempo (~2 min). As oscilacdes da temperatura do ar da cAmara causadas pela respiracdo foram
medidas como oscilacbes de pressdo, pelo fato do volume de ar corrente inspirado ser
aquecido da temperatura da camara a Tc e saturado com vapor de agua, enquanto que o
volume de ar corrente expirado ser novamente esfriado até a temperatura da cAmara. Sinais de
um transdutor de pressdo (Biopac), conectado a camara do animal e a uma camara de
referéncia, foram coletados por um pré-amplificador (Biopac), passando através de um
conversor analdgico-digital, digitalizados em um computador equipado com um programa
para analise de dados (AcgKnowledge MP 100, BioPac Systems, Inc., Santa Barbara, CA,
EUA) e depois analisados num programa para analise 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 camara do animal

(ImL) com o uso de uma seringa graduada. Duas variadveis respiratérias foram medidas, a
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frequéncia respiratéria (f) e o volume corrente (V1), o Gltimo calculado atraves da formula:
V1=P1/Px X Vk X TalTamp X (Pg-PA)/PB-TA/Tc (Ps-Pc), onde Vk: volume de ar injetado na
camara do animal para calibracdo; P+: deflexdo de pressdo associada com cada volume de ar
corrente; Px: deflexdo de pressdo associada com cada volume de ar injetado para calibracéo,
Tc: temperatura corporal; Tamp: temperatura ambiente; Ta: temperatura do ar dentro da
camara; Pg: pressdo baromeétrica; Pc: pressdo de vapor d’agua a temperatura corporal; Pa:
pressao de vapor d’agua a temperatura da camara. A ventilagdao foi medida pelo produto de
pelo Vt. A ventilacdo foi medida pelo produto de f por V1. A ventilacdo e o V1 foram
apresentados nas condicdes de pressdo barométrica ambiente, a Tc e saturados com vapor

d’agua (BTPS).

Figura 3. llustracdo do experimento, sistema Biopac e computador, animais posicionados nas

camaras para determinacéo da ventilacdo pelo método de plestimografia de corpo inteiro.
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4.8 Determinacéo dos gases sanguineos e pH

Amostras de sangue arterial foram obtidas dos animais antes e dez minutos apos
microinjecdo, durante condicdes de normocapnia e hipercapnia, via cateter implantado na
artéria femoral (item 4.6). Noventa e cinco microlitros de sangue arterial foram colhidos e
depositados em um cartucho (i-STAT, EG 7+ cartridges) para analise imediata do pH arterial
(pHa), pressdo parcial de dioxido de carbono (PaCO,), pressdo parcial de oxigénio arterial
(Pa0,) e bicarbonato plasmatico (HCO3") por meio do analisador portéatil de gases sanguineos

(i-STAT, ABBOTT).

4.9 Protocolos Experimentais

Protocolo 1. Efeito da microinjecéo intra-LC de veiculo (DMSO) ou do antagonista
do receptor-1 de CRF sobre a ventilacdo, gasometria e Tc em normocapnia:

Apos sete dias da cirurgia, os animais foram previamente colocados em uma camara
pletismografica (5 L) e a Tc foi continuamente medida. Antes da realizacdo dos experimentos,
0s animais tiveram amostras de sangue arterial removida para analise gasométrica (P,COy,
P,0,, pH e HCO3.). Ap0s os testes gasométricos, os animais foram colocados individualmente
na camara de pletismografia. A cdmara foi inicialmente ventilada com ar atmosférico
umedecido (21% O,) por um periodo de aclimatacdo de no minimo 30 min. Entdo, foram
realizadas medidas controle de ventilacdo e gasometria. A partir dai os ratos receberam
injecdo intra-LC de veiculo (DMSO 10%) ou do antagonista de CRF, antalarmina. As
medidas respiratorias foram realizadas 5, 10, 15, 20, 30 e 40 min ap06s a microinjecdo. A

gasometria foi realizada antes e aos 10 minutos apds a microinjecao.

Protocolo 2. Efeito da microinjecéo intra-LC de veiculo (DMSO) ou do antagonista

do receptor-1 de CRF sobre a ventilagao, gasometria e Tc em hipercapnia:
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Apés sete dias da cirurgia, os animais foram previamente colocados em uma camara
pletismogréafica e a Tc foi continuamente medida. A camara foi inicialmente ventilada com ar
atmosférico umedecido (21% O;) por um periodo de aclimatacdo de no minimo 30 min. Antes
da microinjecao e apds as medidas controles de Vg, 0s animais tiveram amostras de sangue
arterial removida para andlise gasométrica (PaCO,, PaO,, pH e HCOj3). Antes da
microinjecdo, 0s animais eram expostos por 10 minutos a hipercapnia. A partir dai os ratos
receberam injecdo intra-LC do veiculo (DMSO 10%) ou do antagonista de CRF;, antalarmina.
Em seguida, deu-se continuidade a hipercapnia, por 40 minutos, onde a camara foi ventilada
por uma mistura gasosa umedecida contendo 7% de CO,, 21% O, e equilibrada com N,. As
medidas respiratorias foram realizadas 5, 10, 15, 20, 30 e 40 min ap0s a microinjecdo. A

gasometria foi realizada antes e aos 10 minutos apds a microinjecéo.

4.10. Histologia

Ao final dos experimentos foi injetado 100 nL de solucdo 2% de azul de Evans para se
confirmar o sitio de microinjecdo. Os animais foram profundamente anestesiados e
perfundidos através do ventriculo esquerdo do cora¢do com 60mL de salina estéril seguida de
60 mL de uma solucdo de formol a 10%. Em seguida os animais foram decapitados, 0
encéfalo foi entdo retirado e imerso em solucdo de formol a 10%. Apos fixacgdo, cortes de 15
um em um criostato em toda a extensédo do LC foram realizados. Os cortes obtidos foram
corados pelo método de Nissl. A analise microscopica da localizacdo e extensdo da lesdo e

sitio de microinjecao foi feita em microscopio oOptico.

4.11. Analise dos dados
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Os resultados foram expressos como media + EPM. A estatistica foi realizada pelo
software Sigma Plot 11.0, utilizou-se o teste Two Away Anova — medidas repetidas, seguido

de pds-teste de Bonferroni. Foram considerados significativos valores de P < 0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Histologia

Na Figura 4 esta apresentada uma fotomicrografia de uma seccao transversal do tronco

encefalico de um animal representativo dos grupos mostrando o sitio de microinjecéo no LC.
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Figura 4 - Fotomicrografia de uma seccéo transversal do tronco encefalico mostrando o sitio
de microinjecdo (seta) intra-Locus Coeruleus (LC) de um animal representativo dos grupos.
4\/: quarto ventriculo.

5.2 Efeito da microinjecdo intra-LC de veiculo (DMSO) ou do antagonista do
receptor-1 de CRF sobre a ventilagcdo, gasometria e Tc em normocapnia

Na Figura 5 estdo representados os valores de volume corrente (V71), frequéncia
respiratoria (fR) e ventilacdo (Ve) dos animais que receberam injecdo de veiculo (DMSO),
antalarmina intra e peri-LC (0,05 e 0,1 ug em 0,1 pL) durante a normocapnia. Ndo houve
diferenca na ventilacdo (Vg), volume corrente (V1) e frequéncia respiratéria (fR) com a
administracdo do antagonista de CRF;, antalarmina na menor concentracdo (0,05 pg /0,1 pL)
em comparacdo com 0 grupo controle e peri em normocapnia. Todavia, 0S animais que
receberam a concentracdo de antalarmina de 0,1 pg / 0,1 pL apresentaram um aumento da
ventilacdo em normocapnia nos tempos de 5, 10 e 15 minutos em comparagdo aos grupos
veiculo, peri e antalarmina 0,05 pg / 0,1 puL. Esse aumento ocorreu por um efeito no volume
corrente: tempo 5 minutos apds a microinjecdo (antalarmina 0,05 pg / 0,1 pL: 606,1 + 36,7;
antalarmina 0,1 ug / 0,1 pL: 862,6 £ 57,7; veiculo: 617,6 + 36,7 e peri-LC: 649,9 + 64,3; P <
0,05), no tempo 10 minutos apds a microinjecao (antalarmina 0,05 pg / 0,1 pL: 616,7 £ 24,2;
antalarmina 0,1 ug / 0,1 pL: 841,3 £ 49,8; veiculo: 618,2 + 40,0 e peri-LC: 616,7 + 24,2; P <
0,01) e no tempo de 15 minutos apds a microinjecao (antalarmina 0,05 pg / 0,1 pL: 584,4 +
54,8; antalarmina 0,1 pg / 0,1 pL: 801,1 £ 49,9; veiculo: 627,6 + 41,5 e peri-LC: 592,7 +
38,4; P < 0,05) (Figura 5). N&do houve diferenca na frequéncia respiratoria (fR).

A microinjecédo de antalarmina nas duas doses ndo alterou a Tc durante a hipercapnia

(Figura 6).



33

Veiculo (n=12)

o
—®- Antalarmina intra-LC 0,05 pg / 0,1uL (n=9)
—— Antalarmina intra-LC 0,1 pg / 0,1uL (n=8)

=

Antalarmina Peri-LC (n=6)

-20  -10 0 10 20 30 40 50 60

251

201

151

E

-20  -10 0 10 20 30 40 50 60

Vo (mL kg™

2001

150 1

1007

fR (ciclos.m in'l)

(3]
o
1

-20  -10 0 10 20 30 40 50 60

Figura 5. Efeito da microinje¢do no LC e Peri-LC do veiculo DMSO e do antagonista CRF;
(antalarmina, 0,05 e 0,1 pg/0,1 uL) sobre o volume corrente (V1), frequéncia respiratéria (fR)
e Ventilagdo (Vg) em ratos durante normocapnia. A seta indica 0 momento da
microinjecdo.*Indica diferenca significativa do grupo antalarmina (0,1 pg/0,1 puL) com os
outros grupos.
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Figura 6. Efeito da microinjecdo do veiculo DMSO, do antagonista do receptor-1 de CRF
(antalarmina) intra-LC e Peri-LC sobre a Tc em condi¢es normocapnicas. A seta indica o
momento da microinjec&o.

5.3. Efeito da microinjecéo intra-LC do antagonista do receptor-1 de CRF sobre
a ventilacdo e Tc em hipercapnia

Na Figura 7 estdo representados os valores de volume corrente (V1), frequéncia
respiratoria (fR) e ventilacdo (Ve) dos animais que receberam injecdo de veiculo (DMSO),
antalarmina intra e peri-LC (0,05 e 0,1 pg em 0,1 pL) durante a exposi¢do a 7% CO,. A
hipercapnia causou um aumento significativo da ventilacdo pulmonar em todos 0s grupos,
devido a um aumento da fR e V1 A resposta hipercapnica de animais tratados com o
antagonista de CRF; foi maior em ambas as doses administradas: a dose de 0,05 pg / 0,1 pL
provocou um aumento da ventilagdo em 15 min apds a exposicdo CO, (antalarmina 0,05 pg /
0,1 pL: 2166,3 + 206,6; antalarmina 0,1 ug / 0,1 uL: 2070,3 + 85,3; veiculo: 1553,6 + 1345 ¢

peri-LC: 1477,9 + 108,4; P < 0,05). A dose de 0,1 pg / 0,1 pL promoveu maior aumento na
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resposta ventilatoria hipercapnica em 30 minutos apos a exposi¢cao CO, em compara¢ao com
animais tratados com veiculo (antalarmina 0,05 pg / 0,1 pL: 2267,2 £ 220; antalarmina 0,1 pg
/0,1 pL: 2313,8 + 174,1; veiculo: 1602,9 + 244,1 e peri-LC: 1499,2 + 72,9; P < 0,05).P <
0.05), devido a um aumento do volume corrente (V7). Nao houve diferenca entre 0s grupos na
frequéncia respiratéria (fR).

Nenhum tratamento afetou a Tc (Figura 8).
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Figura 7 Efeito da microinjecdo no LC e Peri-LC do veiculo DMSO e do antagonista CRF;
(antalarmina, 0,05 e 0,1 pg/0,1 pL) sobre o volume corrente (V), frequéncia respiratoria (fR)
e Ventilacdo (Vg) em ratos durante hipercapnia (7% CO,). A seta indica 0 momento da
microinjecdo. #Indica diferenca significativa do grupo antalarmina 0,05 pg/0,1 pL com os
outros grupos, exceto o grupo antalarmina 0,1 pg/0,1 pL. *Indica diferenca significativa do
grupo antalarmina 0,1 pg/0,1 UL com o0s outros grupos exceto o grupo antalarmina 0,05
pg/0,1 L.
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Figura 8. Efeito da microinjecdo do veiculo DMSO, do antagonista do receptor-1 de CRF
(antalarmina) intra-LC e Peri-LC sobre a Tc em condi¢des hipercapnicas (7% CO,). A seta

indica 0 momento da microinjecéo.

5.4. Efeito microinjecdo intra-LC do antagonista do receptor-1 de CRF sobre os
gases sanguineos e pH durante normocapnia e hipercapnia

A tabela 1 mostra o efeito das diferentes microinje¢bes sobre o pHa, PaCO,, PaO, e
bicarbonato plasmatico (HCOj3") frente a condi¢cBes normocépnicas e hipercapnicas (Tabela 1).
Em condicBes de normocapnia, nenhuma alteracdo nos gases sanguineos, pHa ou HCOj3
ocorreu devido a microinjecdo de antalarmina nas duas doses. A exposi¢do a 7 % CO.,,
entretanto, aumentou os valores de P,CO, (P < 0,001), P,O, (P < 0,001) e HCO3 (P < 0,01),

além ocasionar uma reducéo do pHa (P < 0,001) em todos 0s grupos.
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Tabela 1: Pressdo parcial de O, e CO, (PaCO,, Pa0,), pH arterial (pHa) e concentragdo plasmatica de HCO3; ([HCO3]) de ratos Wistar no grupo
controle, peri e tratados com antalarmina durante normocapnia (0% CQO,) e hipercapnia (7% CO,).

Antalarmina Antalarmina

GRUPOS DMSO 12 dose 22 dose

pH 7,450 + 0,06 7,400 + 0,00 7,417 + 0,07 7,400 + 0,00 7,441 + 0,00 7,433 + 0,08

PaCO, 314+28 290+24 36,1+19 33,0+0,2 32,8 +1,38 343+12

HIPERCAPNIA

Controle 10 min p. m. Controle 10 min p.m. Controle 10 min p.m.

(n=4) (n=4) (n=6) (n=6) (n=5) (n=5)

PaO, 79,3+238 105,3 + 3,3* 753+18 100,0 + 1,7* 91.50+0,8 107 + 1,5*

HCO3 248+0,9 23,2+0,8* 24,7+ 0,4 27,4+0,3 26,25+ 2,0 22,8+0,3
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6. DISCUSSAO

Apesar da existéncia de varias pesquisas sobre a atuacdo do CRF no LC, ndo existem
estudos sobre a influéncia deste neuro-horménio no LC sobre a resposta ventilatoria e térmica
em ratos ndo anestesiados. Os nossos resultados indicam que os receptores de CRF;
desempenham um papel importante na regulacéo respiratoria uma vez que 0 seu antagonismo
com antalarmina promoveu um aumento significativo da ventilagio em normocapnia e
hipercapnia. Contudo, o CRF atuando em receptores CRF; no LC ndo participa da
termorregulacéo.

Durante o estresse, ocorre liberacdo de CRF, que por sua vez estimula os neurdnios do
LC promovendo aumento da liberacdo de noradrenalina, ativando assim o sistema de alerta
(Berridge e Waterhouse, 2003 e Valentino et al., 1991). Esses dados sdo suportados pela
demonstracdo de contatos sindpticos entre terminais imunorreativos de CRF e células
positivas para tirosina hidroxilase do LC (Van Bockstaele et al., 1996). O LC recebe
aferéncias de CRF do tronco encefalico, especificamente do nucleo de Barrington, Amigdala
central e do nucleo paraventricular do hipotdlamo (Valentino et al., 1992, Van Bockstaele et
al., 1996, Van Bockstaele et al., 1998 e Van Bockstaele et al., 2001). Dentro do LC, o CRF
atua diretamente nos receptores CRF; e aumenta a taxa de disparo dos neurdnios
noradrenérgicos (Jedema e Grace, 2004), o que resulta na liberacdo de noradrenalina em
areas-alvo do LC. Apesar da evidéncia anatdmica e fisioldgica da inervacdo do CRH no LC, o
mecanismo dessa ativacdo de neurdnios LC ainda é desconhecido.

No presente estudo, a administracdo de antalarmina na concentragéo de 0,1 pug /0,1 puL
no LC em normocapnia aumentou a ventilagdo, devido a um aumento do volume corrente,
sem afetar a frequencia respiratoria. Esses dados sugerem que o CRF atuando nos receptores
CRF; no LC tem papel tonico inibitério no controle da ventilagido. Esses dados diferem de

estudos anteriores do laboratorio que demonstraram que a lesdo de neur6nios noradrenérgicos
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do LC ndo afeta a ventilacdo em condi¢des basais (Biancardi et al., 2008; de Carvalho et al.,
2010).

Umas das possibilidades para explicar os nossos dados é que a antalarmina pode estar
se ligando a receptores CRF; presentes nos neurénios GABAérgicos do LC e aumentando a
ventilagdo nos animais. E sabido que existem neurdnios GABAérgicos no LC (lijima &
Ohtomo 1988, lijima et al., 1992, de Carvalho et al., 2010) e que estes representam cerca de
8% de todos os neurdnios presentes neste nucleo (lijima & Ohtomo 1988). Neste contexto,
estudo prévio do nosso laboratério demonstrou que a toxina SP-SAP no LC lesa tantos
neurdnios GABAEérgicos quanto catecolaminérgicos (de Carvalho et al . 2010) e leva a uma
menor de inibicdo da resposta ventilatoria ao CO, (30 % de reducdo) em comparacao com
lesbes com 6 - OHDA (reducdo de 64 %), que sdo especificos para 0s neurdnios
catecolaminérgicos. A relacdo entre o sistema CRF e a neurotransmissdo GABAGérgica foi
relatada por Nie et al. (2004). De acordo com esses autores, 0s receptores CRF; presentes no
nacleo central da amigdala sdo ativados por etanol e promovem aumento da liberacdo do
GABA neste local.

O LC é o maior nacleo norodrenérgico do SNC e a ativacdo dos neurdnios
noroadrenérgicos desta regido tem sido associada com o estresse. Isso foi originalmente
sugerido pelos achados que certos estimulos estressores aumentam os niveis de noradrenalina
em éareas do encéfalo cuja Unica fonte surgia do LC. Estudos eletrofisiologicos em ratos
anestesiados e ndo anestesiados demonstraram que estimulos estressores aumentam a
descarga espontanea dos neurdénios do LC, o que corrobora a associagdo do sistema LC-
noradrenalina e o estresse (Valentino et al., 1991). Estudos dos mesmos autores evidenciam
que certos estimulos estressores podem aumentar os niveis de noradrenalina em areas centrais
cuja unica fonte de projecdes € o LC (Valentino et al., 1991). De acordo com McDowell et al.

(2013) a hipercapnia é considerada um poderoso estimulo estressor. Nos mamiferos, estudos
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sob condicdes in vivo mostraram que a estimulacdo de CO, aumenta a expressdo do gene c-
fos em neuronios do LC (Haxhiu et al., 1996, Teppema et al., 1997). Além disso, registros
extracelulares dos neurdnios do LC em ambos o0s ratos recém-nascidos e adultos mostram que
eles respondem a hipercapnia sistémica com um aumento na freqiiéncia de disparo (Elam et
al., 1981).

No presente trabalho, a hipercapnia induziu um aumento na ventilacdo em grupos de
veiculos e antalarmina como resultado do aumento da V+ e fR, houve também um aumento na
PaCO, e PaO,. A microinjecdo de antalarmina no LC aumentou por cerca de 24% a resposta
ventilatoria hipercapnica em comparacdo com 0s animais controle 15 e 30 minutos ap0s
microinjecdo da droga, principalmente devido a um aumento no volume corrente. Estes dados
sugerem que o CRF atua em receptores de CRF; no LC, os quais sdo importantes tanto em
condicdes basais, como em hipercapnia para a modulacdo do drive respiratorio em ratos
adultos.

Como as alteracBes na atividade noradrenérgica do LC sdo observados durante o
estresse (Dunn 1988, Glavin 1985) e que o CRF aumenta a atividade destes neurdnios no LC
(Jedena & Grace, 2004), aumentando assim o0s niveis de noradrenalina no sistema nervoso
central, n6s hipotetizamos que a antalarmina no LC reduziria o aumento da ventilagdo
promovido por hipercapnia ao invés de aumentar. De acordo com estudos anteriores, 0S
receptores de CRF no LC podem ser considerados como excitatorios para a atividade dos
neurbnios noradrenérgicos deste ndcleo (Valentino et al., 1983 , Valentino et al., 1991).
Portanto, a administracdo do antagonista de CRF deveria resultar em menor atividade do LC
(Valentino et al., 1991) e, como consequéncia , uma diminuicao da liberacdo de noradrenalina
para as areas que o LC se projeta. De acordo com Swiergiel (2003) que pequenas quantidades
do antagonista de CRF; infundido diretamente no LC podem afetar seletivamente a descarga

dos neurdnios desse nucleo dependendo do estresse ou do o sistema extra-hipotalamico que é
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ativado pelo CRF. Segundo Valentino et al., (2001) diferentes estimulos podem ativar
aferentes CRF especificos que se projetam para o LC, que terminam em subregides
especificas deste ndcleo. Por exemplo, durante o estresse hipotensivo, o nucleo central da
amigdala atua como uma fonte priméaria de CRH para ativacdo do LC (Curtis et al., 2002 e
Valentino et al., 1991). O sistema CRH no nucleo leito da estria terminal também tem sido
implicado na coordenacdo de alteracdes cardiovasculares associadas ao estresse. O CRH
injetado intracerebroventricularmente ou diretamente no nucleo leito da estria terminal
resultou em resposta taquicardica, que foi bloqueada por antagonistas B-adrenérgicos ¢ a-
adrenérgicos ou por antagonistas CRF; (Nijsen et al., 2000). Por outro lado, 0 CRH, no ndcleo
do leito da estria terminal medial durante o estresse promovido pelo medo condicionado,
contribui para as respostas ao estresse cardiaco, sobretudo pela ativacdo vagal, causando
assim uma bradicardia (Nijsen et al., 2001).

De acordo com Valentino et al., (2001) os terminais imunorreativos para CRF formam
especializacGes sinapticas nos dendritos do LC de ratos. Esses terminais imunoreativos para o
CRF séo colocalizadaos com outros neuromoduladores que modulam as a¢des de CRF sobre
0s neurbnios do LC. Entre esses neurmoduladores estdo o glutamato e 0 GABA. O CRF ¢é
preferencialmente colocalizado com glutamato na regido rostrolateral do LC, sugerindo que o
CRF possa ter impacto na neurotransmissao glutamatérgica deste nucleo através de agdes pré-
sinapticas ou pdés-sinapticos. Neste contexto, estudo de Taxini et al. (2013) demonstrou as
aferéncias glutamatérgicas que atuam sobre os receptores ionotrépicos do LC exercem uma
modulacdo inibidora das respostas ventilatéria a hipercapnia, similar aos resultados que
encontramos no presente estudo. Embora o glutamato seja classicamente considerado como
principal neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central, ha evidéncias de que o
glutamato atue sobre os receptores de NMDA que desempenham um papel "funcionalmente

inibitério”, ndo por causar diretamente hiperpolarizacdo neuronal, mas pela supressédo da
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atividade neuronal através da ativacdo de interneurdnios GABAérgicos (Fitzgerard, 2012).
Portanto, acreditamos que o CRF pode estar atuando em neurénios que contém glutamato no
LC, o que pode promover desinibicio da neurotransmissdo GABAérgica. E concebivel que no
nosso estudo, 0 aumento da resposta ventilatéria ao CO, ap6s o antagonismo de receptores
CRF; possa ser o resultado de a inibicdo de interneurdnios inibitérios no LC. Outra
possibilidade é que o CRF esteja atuando diretamente em neurdnios GABAérgicos do LC e
diminuindo entdo a resposta ao CO..

Recentemente também, Sun et al (2015) usando a expressdo do imediata do gene
precoce c-fos, viram que em 30 minutos de estresse em contencdo 0S neurdnios
noradrenérgicos no LC foram ativados. Estudos anteriores demonstraram que a inativacao
com farmacos ndo seletivos ou a lesdo do LC altera as respostas aversivas, mas como esse
processo ocorre ainda é desconhecido. Os mesmos autores, juntamente com Curtis et al
(2001) afirmam que a fonte de entrada do CRH no LC provém da amigdala central. Os
resultados de Sun et al (2015) sugerem que os efeitos ansiogénicos de estresse agudo sao
mediados pela atuacdo do CRH em neurbnios da amigdala central (CEA), e que hé liberacdo
do CRH no LC. Todavia, os autores mostraramm que a fotoestimulacdo de terminais CEA-
CRH no LC tinha diversas a¢cdes, uma vez que hora observaram o aumento da atividade de
cerca de metade das células, e hora viram a reducdo da atividade celular de outras. Como esse
mecanismo ocorre de fato ainda ndo estd claro, mas esse estudo sugere que populacdes
especificas de neurbnios do LC podem apresentar diferentes respostas.

De acordo com isso, efeitos ansiogénicos agudos da estimulacdo do LC requeriram
atividade P - adrenérgica, enquanto que o comportamento aversivo gerou a atividade a -
adrenérgica, indicando que diferentes conjuntos de projecdes do LC podem mediar estes dois
efeitos comportamentais (Sun et al, 2015). Os autores ainda nesse estudo viram que a

estimulacdo de neur6nios que expressam galanina no LC formam uma populacdo distinta
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neuronal LC-NE, e estes podem produzir uma resposta aversiva. Partindo dos estudos de Sun
et al. (2015) que afirmam que os neuronios do LC podem apresentar diferentes respostas,
dependendo da via estressora que € acionada, podemos inferir de acordo com 0s Nnossos
resultados, que alguma outra via pode estar sendo recrutada, uma vez que 0 antagonismo do
CRF; com antalarmina intra-LC, promoveu um aumentou frente a hipercapnia, um estimulo

estressante, e nao uma reducdo, como esperévamos.

A antalarmina € considerada um antagonista CRF, seletivo para receptores CRF;. De
acordo com Broadbear et al. (2004) antalarmina, apesar da sua aparente seletividade e
afinidade para os receptores CRF; in vitro, parece ter um efeito de auto- limitante nos
receptores de CRF; pituitarios (in vivo) ap6s administracdo aguda em macacos. De fato, neste
estudo, a antalarmina produziu uma estimulagdo do eixo HPA e sedagdo profunda
comportamental quando administrado a uma dose elevada (10 mg / kg iv) em macacos. N&o
acreditamos que o mesmo esteja ocorrendo no nosso estudo, pois as doses utilizadas de forma
similares e mesmo menores a estudos anteriores que promoveram bloqueio seletivo dos
receptores CRF; no sistema nervoso central (Forster et al., 2008; Bledsoe et al., 2011; Liu et
al., 2011; Sergio et al., 2014). Em estudo recente Sergio et al. (2014), utilizando exatamente
as mesmas doses que usamos nesse trabalho, observaram que o pré- tratamento com o
antalarmina bloqueou totalmente o efeito panicogénico semelhante de CRF no modelo de
estimulacdo elétrica da substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd).

Utilizamos nesse estudo as mesmas doses que o trabalho de Sergio et al. (2014)
usaram, no entanto, tivemos um aumento da resposta ventilatéria dos animais, tanto em
normocapnia como em hipercapnia. Sabendo que a dose nesse estudo referido inibiu a
resposta de panico dos animais, podemos inferir que a droga é especifica para atuar sobre 0s

receptores CRF; na substancia cinzenta periaquedutal dorsal.
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Quanto aos parametros gasometricos, ndo observamos no presente trabalho alteracfes
com a microinjecdo de antagonistas do CRF no LC, tanto em condicdes basais como frente ao
desafio hipercapnico, esse resultado corrobora estudos anteriores do nosso laboratorio, onde
Biancardi et al (1998) com a les@o de neuronios noradrenergicos do LC, e Patrone et al (2014)
com o estudo do bloqueio das juncbes GAP nos neuronios do LC, também ndo tiveram
alteracdes gasometricas em seus trabalhos.

Em relacdo ao papel de neurénios LC no controle térmico, existem evidéncias de que
0s neurdnios noradrenérgicos do LC fazem parte de uma via neuronal termoefetora que é
especificamente ativada por pirogénios (por exemplo, PGE2) para induzir a termogénese e
produzir febre num ambiente subtermoneutral (Almeida et al. 2004), mas as lesdes especificas
de neurdnios noradrenérgicos do LC ndo alterou a temperatura corporal (Tc) de ratos sob
eutermia em normocapnia ou hipercapnia, sugerindo que o0s neurénios noradrenérgicos do LC
ndo desempenham qualquer papel na regulacdo da (Tc) sob estas condi¢cdes (Almeida et al

2004; Biaancardi et al. 2008).

Buwalda et al. (1997) observou uma hipertermia de longa duracdo ap6s administracdo
de CRF em ratos. Na verdade, o CRF parece mediar respostas a agonistas serotoninérgicos
termogénicos, leséo, e citocinas (Rothwell, 1994). No presente estudo, a antalarmina injetada
intra-LC néo afetou a temperatura corporal, indicando que o CRF na LC ndo desempenha um
papel na regulacdo térmica.

Alguns autores demonstraram que a exposi¢ao ao CO, provoca uma diminuigéo da Tc
(Lai et al. 1981, Saiki & Mortola 1996, Barros & Branco 1998), devido a perda de calor
durante hiperpneia e vasodilatacdo. No entanto, no presente estudo, a exposicdo a 7% de CO,
inspirado ndo alterou a Tc, semelhante aos estudos anteriores do nosso laboratério (Biancardi
et ai, 2008;.. De Souza-Moreno et al, 2010;. De Carvalho et al, 2010). Uma vez que as

respostas de perda de calor sdo dependentes da temperatura ambiente, é razoavel supor que a
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hipotermia induzida por hipercapnia ocorreria apenas a temperaturas ambiente mais baixas e
ambientes que facilitam a perda de calor. Da mesma forma, o antagonismo do receptor de
CRF de LC no presente estudo nao afectou a Tc de ratos em 7% de CO,, 0 que indica que 0s
mecanismos de CRF no LC ndo estéo envolvidos no controlo da Tc.

Em resumo, os resultados atuais proporcionam evidéncia de que o CRF atua sobre 0s
receptores CRF; em neurbnios do LC, desempenhando um papel importante no drive
repiratorio, exercendo uma modulagdo inibitoria durante a normocapnia e em hipercapnia,

mas ndo desempenham um papel nas respostas de termorregulacao.



47

7. CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que os receptores CRF; no LC exercem papel tdnico no
controle da ventilacdo e exercem uma modulacdo inibitéria na resposta ventilatéria a
hipercapnia, por atuacdo no volume corrente. Adicionalmente, o presente estudo demonstrou

que o CRF atuando em receptores CRF; no LC ndo atua na termorregulacao.
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