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1. Resumo do projeto

Mudltiplos fatores estdo envolvidos no processo de quimiossensibilidade dos neur6nios do
Locus coeruleus (LC), dentre eles redugfes do pH extra e intracelular que resultam em um
equilibrio de ativacdo e inibicdo de canais i0nicos presentes na membrana dos neurbnios
(Gargaglioni et al., 2010). Estudos prévios confirmaram a presenca de canais para potassio
ativados por Ca?* intracelular (BK) em neur6nios do LC (Willians et al., 1984; Sausbier et al.,
2006; Imber et al., 2018), assim como, a presenca de canais para Ca?*, baseado no potencial
membrana e suas oscilagdes devido a atividade do referido canal (Imber et al., 2012). No entanto,
0 mecanismo de limitacdo da resposta quimiossensivel ao CO, por ativacdo de canais BK em
neurdnios do LC parece sofrer um processo de amadurecimento durante o periodo neonatal devido
aos seguintes fatos: 1) uma maior ativacdo de canais para Ca?* ocorre em neonatos com idade
superior a 10 dias de vida (P10) (Imber et al., 2012); 2) a inibicéo de canais para Ca?* em neonatos
com idade inferior a P10 reduz a taxa de disparo dos neurdnios do LC durante hipercapnia (Filosa
et al., 2003), sugerindo que esses canais participam da via de aceleragdo da resposta
guimiossensivel durante a hipercapnia em neonatos com idade até P10; 3) o bloqueio dos canais
BK durante a hipercapnia aumenta a frequéncia de disparo dos neurdnios do LC em resposta ao
CO; em ratos neonatos com idade acima de P10 (Imber et al., 2018). Esses resultados fortalecem
a hipétese de um periodo de amadurecimento do mecanismo limitador da resposta quimiossensivel
a hipercapnia, durante o periodo neonatal, principalmente quando confrontados com os dados de
Hartzler et al. (2007) no qual foi observado uma queda na magnitude da resposta quimiossensivel
em neurdnios do LC ap6s a idade P10, sugerindo assim que os canais para Ca?*, assim como 0s
canais BK, concomitantemente sofram um processo de desenvolvimento e multiplicacdo no
periodo neonatal (Imber et al., 2018). Essa via limitadora (Braking pathway) pode representar um
novo mecanismo para controlar 0 ganho da resposta quimiossensivel dos neurdnios a acidose
hipercapnica e as alteracbes dessa via podem contribuir para condi¢fes patoldgicas, como apneia
do sono e transtorno do panico. Portanto, em vista das evidéncias expostas, a proposta deste estudo
visa investigar a participacdo dos canais BK nas respostas respiratorias e metabdlicas durante o
desenvolvimento em condi¢fes normdxica normocapnica e hipercapnica em camundongos
machos e fémeas Knockout para o referido canal. Adicionalmente, com a finalidade de expandir
0s conhecimentos, estdo sendo realizados testes locomogéo e comportamento, bem como estudos
eletrofisioldgicos sobre a quimiossensibilidade ao CO. de neurénios do LC de camundongos

mutantes para os canais BK.



2. Descricdo das atividades do bolsista no projeto de pesquisa

2.1 MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS DO
SUBPROJETO NESTE RELATORIO

2.1.1 Animais

O estudo foi realizado no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP, campus de Jaboticabal. Os experimentos foram
realizados com camundongos da linhagem C57BL/6 provenientes do Biotério de Roedores do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal — FCAV/UNESP - Jaboticabal. Os animais
permaneceram alojados em mini isoladores com maravalha limpa e enriquecimento ambiental (tocas
e papeis) dentro de rack ventilada (Ventilife, Alesco, Monte Mor - SP) e a temperatura controlada
de 26 + 1°C. Foram submetidos a ciclo claro/escuro de 12/12h (luzes acesas as 6 h e 30 min e
apagadas as 18 h e 30 min). Os animais tiveram livre acesso a dgua e comida. Todos 0s protocolos
foram aprovados pelo comité de ética local (CEUA — protocolo n°® 9486/22 e 2139/23), estando em
norma com o Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

Os experimentos foram realizados com camundongos C57BL/6 machos e fémeas nas
idades PO-1, P6-7, P12-13, P30-31 (juvenil) e P80 (adultos) dias de vida, dos gendtipos selvagem
(WT), heterozigoto (HET) e knockout para o gene Slo1 (BKX©), gene responsavel pela codificagéo
dos canais BK (Meredith et al., 2004). Os animais mutantes parentais foram obtidos através do Dr.
Dan Halm da Wright State University, Dayton, OH - EUA e os cruzamentos foram realizados no
nosso biotério para estabelecimento da col6nia, previamente ao inicio dos experimentos. Apds o
nascimento das ninhadas foram realizadas as coletas de material bioldgico, para 0 mapeamento

genético e identificacdo dos animais, atraves da excisdo de um dos digitos no dia PO.

2.1.2 Genotipagem

O gendtipo dos animais foi determinado por técnica de PCR utilizando DNA extraido do
tecido da cauda e/ou das falanges dos animais, previamente coletadas para identificacdo dos mesmos
no dia do nascimento (P0). Os primers utilizados para o camundongo Slo” foram: banda KO - Neo
5’ —5" ATA GCC TGA AGA ACG AGA TCA GC 3’, e RA 14025 3° — 5° CCT CAA GAA GGG
GAC TCT AAA 3’, e para a banda WT: Exonl 5°-3 — 5> TTC ATC ATC TTG CTC TGG CGG
ACG 3’,e WT 3’-2 - 5 CCA TAG TCA CCA ATA GCC C 3’. O programa de amplificacgéo foi
composto de 35 ciclos, cada um consistido em 2 minutos a 94°C, 30 segundos a 94°C, 30 segundos
a 55°C-50°C (5x), 2 minutos a 68°C, 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C (30x), 2 minutos a

68°C, e 5 minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 2%.



i 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14 15
L]
—
b ad = L — - - [—y Banda KO

— Lo R S W e e = s s Banda WT

- -, -

Figura 1: Foto revelacdo de gel de agarose de eletroforese para identificacdo génica dos animais.

2.1.3 Estudos in vivo

2.1.3.1 Reflexo de mastigacéo e endireitamento

Os reflexos de mastigacdo e de endireitamento foram avaliados em neonatos PO quatro
horas ap6s 0 nascimento para avaliar o controle motor perinatal. Para medir o reflexo de mastigacéo,
um tubo de polietileno (PE-10, Clay Adams, Parsippany, NJ) foi gentilmente inserido na boca do
recém-nascido por 30 s e contabilizado o nimero de mastiga¢des. Para a avaliacdo do reflexo de
endireitamento, cada filhote foi colocado em decubito dorsal e observou-se o tempo necessario para
adquirir a posicao de decubito ventral.

2.1.3.2 Determinacao da ventilacdo em neonatos, juvenis e adultos

A ventilagdo pulmonar (VE ) dos animais nas idades PO a 13 foi determinada utilizando-
se 0 método de pletismografia de corpo inteiro para neonatos (Bicego e Mortola, 2017), permitindo
a utilizacdo dos mesmos individuos ao longo das idades. A fim de conseguir o registro da ventilagdo
através do sistema de pletismografia de corpo inteiro em um sistema fechado (Bartlett e Tenney,
1970), o neonato foi mantido dentro de uma camara em um banho aquecido, chamado de ninho, a
temperatura ideal de acordo com a idade (P0-1 a 37°C; P6-7 a 35°C; P12-13 a 32°C). As oscilacbes
do volume geradas pela respiracao do animal foram detectadas por outra cdmara localizada fora do
ninho (cdmara de referéncia) a uma temperatura mais baixa e sem umidade (PO-1 a 27°C; P6-7 a
25°C; P12-13 a 22°C) gerando, portanto, uma oscilacdo na pressao dentro da cdmara, possibilitando
a aquisicao do sinal pelo transdutor de pressdo o qual estava conectado a camara de referéncia. Foi

colocado um sensor de temperatura na cdmara do animal (Tc¢), assim como na cAmara de referéncia

para aferir a temperatura do ambiente. A VE nos animais jovens (P30-31) e adultos (P80) foi medida
por pletismografia de corpo inteiro em sistema fechado (Bartlett e Tenney, 1970; Patrone et al.,
2023), utilizando camaras pletismograficas de 900 mL. A oscilacdo de pressdo devido a respiragdo
foi monitorada por um transdutor de diferencial de pressdo (TSD 160A, Biopac Systems, Santa
Barbara, CA - EUA), cujo sinal foi enviado para um amplificador (DA 100C, Biopac Systems),

passando por um conversor analogico-digital, e digitalizados em um computador equipado com



software de aquisicdo de dados (AcgKnowledge MP 100, Biopac Sytems, Inc., Santa Barbara, CA -
EUA). O fluxo de ar foi mantido constante durante o experimento (40 mL.min? para P0-1, 70
mL.min! para P6-7, 85 mL.min? para P12-13 e de 600 mL.min! para juvenis e adultos) por meio
da bomba SS-4 (Sable Systems Internatinal, USA) acoplada ao analisador de gases
(ADInstruments®, Australia).

Foram registrados a frequencia respiratdria (fz) e volume corrente (V7), sendo o dltimo

calculado por meio de uma férmula de Drorbaugh e Fenn (1955), conforme descrito previamente

(Patrone et al., 2023). A VE foi obtida pelo produto da fr e V1. O volume de calibracdo (0,2 mL de
ar) foi realizado para cada experimento através de uma seringa graduada conectada a cadmara do
animal. O estimulo hipercapnico foi realizado a partir de misturas gasosa, adquiridas da White
Martins Gases Industriais Ltda (Osasco, SP) de 7% CO,, 21% O, em N, balanco. Durante a
realizacdo das medidas de VE, o fluxo de ar foi interrompido e a cAmara do animal permaneceu
vedada por cerca de 2 min. Nos juvenis e adultos, a temperatura retal foi aferida como representativa
a temperatura corporal (Tc) através de um sensor (Thermistor Pod ML 309, ADInstrumensts®,

Australia) inserido no célon do animal.

2.1.3.4 Determinacdo da taxa metabodlica

Para todas as idades experimentais, 0 método de calorimetria indireta (consumo de

oxigénio, \702), pela configuragdo pull mode, foi utilizado para a determinagdo do metabolismo
pelo sistema aberto de respirometria (Mortola, 1984; Patrone et al., 2023). Uma bomba SS-4 (Sable
Systems Internatinal, USA), acoplada ao analisador de gases (modelo ML206, ADInstruments®,
Sydney, Austrélia), foi conectada a saida da cdmara do animal controlando o fluxo do gas na cadmara.
O gés expirado foi seco através de uma pequena coluna de dessecante (W.A. Hammond Drierite Co.
Ltd, Xenia, OH, EUA) antes de passar pelo analisador. O ar foi continuamente amostrado pelo

analisador de O permitindo a determinacéo do VO2 pelo programa de aquisicéo de dados (Power-

Lab System, ADInstruments® Sidnei, Australia). O VO2 foi calculado utilizando férmula

apropriada (Koteja, 1996), conforme previamente descrito (Patrone et al., 2023).

2.1.3.5 Protocolo experimental

Participacdo dos canais BK no controle ventilatério e metabdlico frente & hipercapnia em

camundongos neonatos, juvenis e adultos

Os filhotes machos e fémeas neonatos (PO a P13), juvenis e adultos dos genétipos WT,
HET e BKKC foram colocados nas camaras de corpo inteiro as quais foram inicialmente ventiladas
com ar atmosférico (21% O;) por um periodo de habituacdo (neonatos: 10 min; juvenis e adultos:
~40 min). Inicialmente, foram feitas duas medidas dos pardmetros ventilatérios durante

normocapnia (20 min). Em seguida, os animais foram submetidos & hipercapnia por 20 min, onde a



camara foi ventilada com uma mistura gasosa contendo 7% CO,, 21% O; e equilibrada com Na,
sendo as medidas ventilatérias realizadas nos tempos 10 e 20 min. Nos neonatos, a Tc foi

continuamente medida através do sensor de temperatura inserido na camara do animal e na cAmara

de referéncia. O VO2 também foi registrado continuamente ao longo do experimento. Nos juvenis e

adultos, a T¢ foi inferida através da temperatura retal ao término de cada condicéo.

2.1.3.6 Blogueio farmacoldgico sisttmico dos canais BK

Visando uma melhor compreenséo sobre o papel dos canais BK no controle respiratorio e
metabdlico ao longo do desenvolvimento, realizamos os mesmos procedimentos experimentais,
conforme descritos nos itens 2.1.3.2 a 2.1.3.5, utilizando animais selvagens em diferentes idades
pos-natais (0 a 80 dias), os quais foram tratados com veiculo (solu¢do salina tampao fosfato, PBS)
ou bloqueador seletivo dos canais BK (Paxilina, 2,2 ug/kg — Sigma, EUA). Apds serem colocados
nas camaras e o tempo de habituacdo, duas medidas ventilatorias e metabdlicas foram obtidas em
condicdo basal. Os animais receberam a injecao intraperitoneal (i.p.) do veiculo ou bloqueador (PO:
0,06 mL; P6-7: 0,1 mL; P12-13: 0,12 mL; P30-31: 0,2 mL e P80: 0,4 mL), sendo aguardado um
tempo de 10 min para absor¢do e acdo do farmaco. Em seguida, os animais foram expostos a
condic&o de ar ambiente ou ao gas hipercépnico (7% CO), sendo realizado as medidas das variaveis

ventilatérias e metabolicas nos tempos 10 e 20 min, conforme descrito previamente (item 2.1.3.5).

2.1.4 Testes comportamentais

2.1.4.1 Teste de atividade locomotora, comportamento de ansiedade e ataque de
panico induzido por CO>

Para os testes de locomocéo e ansiedade, os camundongos adultos WT, HET e BKK® de
ambos 0s sexos foram colocados individualmente no centro de uma arena de campo aberto (60 cm
de largura x 60 cm de comprimento x 40 cm de altura), permitindo mover-se livremente, por 5 min
a 25°C. Uma camera de video foi instalada na parte superior da plataforma e conectada a um
computador permitindo o registro dos comportamentos. O software ANY-maze (Stoelting Co.,
EUA) foi utilizado para as andlises. Os parametros locomotores avaliados foram: distancia total
percorrida e velocidade média de deslocamento. Os tempos de permanéncia nos quadrantes centrais
(30 x 30 cm) e laterais da arena também foram quantificados para avaliar o comportamente de
ansiedade dos animais.

Para os estudos de comportamente de pénico, os animais foram colocados na cAmara
experimental (18 cm de didmetro x 18 cm de altura) com ar normocéapnico (fluxo de 1,8 L/min) por
~45 min para habituacdo. Em seguida, foram registrados os comportamentos em condi¢do de ar
ambiente por 10 min. Posteriormente, os animais foram expostos a 20% de CO: por 15 min, para

induzir respostas comportamentais de panico, como fuga (saltos) e imobilidade (freezing). Um



misturador de gases (Gas mixer GSM-3, CWE Inc., EUA) foi utilizado para produzir a mistura
gasosa: 21% Oz, 20% COz e 59% Na. A concentragdo de CO2 no interior da cAmara foi aumentada
gradualmente ao longo de 12 min até atingir a concentracdo de 20%. Para analisar as respostas
comportamentais de ataque de panico, os experimentos foram gravados por duas cameras (Logitech,
EUA) estrategicamente posicionadas ao lado e acima da camara experimental, permitindo a

gravacao do animal e de seus movimentos.

2.1.5 Estudos in vitro

2.1.5.1 Preparac&o dos slices

Camundongos fémeas e machos adultos WT e BKKX® foram profundamente anestesiados
com isofluorano. Os animais foram rapidamente decapitados, os encéfalos removidos e colocado em
um vibratomo (Leica VT1000S, Alemanha), submergidos em solugdo de dissec¢cdo tamponada
(aCSF em mM: 2,5 KClI, 87 NaCl, 1 MgCl;, 25 NaHCOs, 1,25 NaH,PO., 25 glicose, 75 sucrose e 1
CaCly, pH ~7,45) resfriada a 4-6°C e equilibrada com 95% O,/ 5% CO,. Foram obtidos slices em
plano coronal contendo o ndcleo Locus coeruleus (300 uM). As fatias contendo a regido do LC
foram mantidas em solucéo de perfusdo (aCSF em mM: 2,5 KCI, 125 NaCl, 1 MgCl,, 25 NaHCOs,
1,25 NaH,PO., 10 glicose e 2 CaCl,, pH ~7,45) a temperatura ambiente, equilibrada com 95% O,/
5% CO, até o inicio dos registros (~1 h ap6s o corte).

2.1.5.2 Registro eletrofisioldgico

Foram realizados registros na configuracdo whole-cell patch clamp. As pipetas foram
feitas a partir de vidro de borossilicato de parede fina (didmetro externo de 1,5 mm, didmetro interno
de 1,12 mm, Harvard Apparatus - EUA), utilizando um estirador vertical de eletrodo (modelo P97,
Sutter instrument - EUA), formando uma ponta com resisténcia de ~5 MQ. O capilar de vidro foi
preenchido com solugéo interna (em mM: 130 K-gluconato, 0,4 EGTA, 1 MgCl,, 0,3 Na,GTP, 2
Na,ATP e 10 HEPES, pH ~7,45 tamponado com KOH). Os slices foram colocados em uma camara
de perfusdo (RC-27, Warner instruments - EUA) adaptada a um microscépio (Leica DM6 FS -
Alemanha) e imobilizados com a utilizacdo de uma grade de nylon, e continuamente perfundidos
com aCSF padrdo (3-5 mL.min). As fatias foram visualizadas com a utilizacdo de um microscopio
vertical (Leica DM6 FS - Alemanha) em objetiva de 4x, utilizando uma cAmera Leica CMS K3M e
o software LAS X. Os neurbnios do LC foram identificados através da localizac&o bilateral adjacente
ao quarto ventriculo utilizando objetiva de imersdo 40x. Os experimentos foram realizados com
solucdo de perfusdo a temperatura ambiente de 25°C.

Inicialmente, a pipeta foi posicionada adjacente ao soma do neurdnio com auxilio de um
micromanipilador (MHW-3, Narishige — Japao), e uma pressao negativa foi aplicada alcangando o
valor de vedagdo >1 GQ. Rapidamente, uma succdo foi aplicada para o rompimento da membrana

celular. O potencial de membrana (Vm) e a frequéncia de disparo dos neurdnios foram registrados a



partir da regido do soma da célula no modo current clamp. Os sinais elétricos foram obtidos usando
um amplificador Axopatch 200B, um conversor Digidata 1550B4 e um software Clampex P11.2
(Molecular Devices Co., EUA). Um eletrodo de Ag-AgCl, conectado a solucdo do banho serviu
como o eletrodo de referéncia. Os dados foram filtrados a 2 kHz, amostrados a 10 kHz e salvos em
um computador para serem posteriormente analisados. Os critérios para determinagdo de neur6nios
saudaveis foram o potencial de membrana em repouso estavel (Vi) de -40 a -60 mV e uma taxa de
disparo espontanea inferior a 4 Hz. A reversibilidade de todas as respostas eletrofisiologicas sob
investigacdo foi verificada pelo retorno das variaveis aos valores em condi¢édo basal. Vi foi corrigido
para o potencial de juncédo liquida (16 mV calculados a partir da equacdo de Henderson usando o
Clampex). Os valores de capacitancia da membrana (Cap) para 0s neurdnios LC foram determinados
no modo current- clamp. Para isso, pulsos de corrente (lex:, -50 a -200 pA, 800 ms) foram aplicados
a partir de um potencial de membrana sem atividade de disparo (cerca de -70 mV), e a
hiperpolarizagdo resultante (10 - 20 mV) foi registrada. Para obter a constante de tempo da
membrana (tm) € @ mudanca do potencial de membrana, um trago médio foi ajustado de t = 0 até um
tempo em que a voltagem atingiu um estado estacionario com dois ou trés termos exponenciais
usando o algoritmo de Lenenberg-Marquardt (LM) do software de analise Clampfit no pacote
pClamp. O Cn, foi obtido dividindo tm pelo coeficiente de resisténcia Rm (Vm/lex):

Cnm=Tn/Rm=1n/ lext Vi

Ap0s os registros das propriedades da membrana neural, o slice foi banhado com solucéo
de bloqueio sinaptico, semelhante a solucdo de aCSF, contendo os bloqueadores DNQX (10 uM,
Hello Bio, EUA), AP-5 (50 uM, Hello Bio, EUA), bicuculina (10 uM, Hello Bio, EUA) e estricnina
(10 pM, Sigma, EUA).

2.1.5.3 Protocolo experimental

Apos 15 min para estabilizacdo, a frequéncia de disparo inicial e 0 Vi, da célula foram
registradas em condig&o controle (5% CO.) por ~5 mim. Em seguida, o potencial de membrana foi
estabilizado com frequéncia de disparo proxima a 0,5 Hz, com injecdes de correntes. Em seguida,
para avaliar a capacitancia (Csp) e a resisténcia da membrana (Rm) do neurdnio foi realizado um
protocolo com hiperpolarizacdo da membrana, com inje¢des de correntes negativas de 5 pA
(variando de -45 & -80 mV). Ao final da realizacdo do protocolo, foi realizado o protocolo de
avaliagdo da quimiossensibilidade, na qual foi constituido de um registro da atividade neuronal por
5 min em solucdo de bloqueio sinéptico contendo 5% CO,, em seguida a célula foi exposta a solucéo

contendo 10% CO; por um periodo de 5 min, retornando, posteriormente, a solugdo com 5% CO..



2.1.6 Analise dos dados

Os dados foram avaliados quanto ao entendimento das pressuposi¢es da homogeneidade
das variancias e normalidades dos erros estudentizados. O software SigmaStat Versdo 11 foi
utilizado para as andlises estatisticas. Os dados categoricos (mortalidade) foram comparados entre
0S grupos por meio do teste qui-quadrado. O teste de analise de variancia (ANOVA) de uma via foi
aplicado aos dados de massa corporal, reflexo motor e comportamento. Os dados das variaveis
respiratorias e metabolicas, bem como da resposta quimiossensivel neural, foram analisados por
meio de teste de analise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas. Foi empregada
andlise paramétrica teste t para os dados de propriedades eletrofisiolégicas da membrana. Em caso
de diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo pés teste de Tukey com nivel de 5% de
probabilidade e o intervalo de confianca de 95%, sendo p < 0,05 considerado significativo.

2.2 RESULTADOS

2.2.1 Estudos in vivo

2.2.1.1 Taxa de mortalidade
A Tabela 1 mostra a taxa de mortalidade dos camundongos transgénicos Slo1. Observamos
uma taxa de mortalidade mais alta nos animais BK*° (p = 0,02), seja para as ninhadas destinadas a
realizacdo dos protocolos experimentais, assim como aquelas utilizadas para a manutencdo da
colénia. Além da mortalidade significativa dos animais knockout, as ninhadas dessa linhagem
também apresentaram uma proporcao maior de filhotes fémeas em comparagdo com machos na
maioria das ninhadas.

Tabela 1. Taxa de mortalidade de filhotes machos e fémeas entre os genétipos selvagem (WT), heterozigoto
(HET) e knockout (BKK©).

Taxa de mortalidade
MACHOS FEMEAS
WT HET BKXO WT HET BKXO
Nascimento 4 5 3 5 8 6
Morte 1 0 1 0 0 4
Taxa (%) 25% 0 33% 0 0 66,6%*

* Diferenca significativa entre animais BKX® e os genétipos WT e HET.

2.2.1.2 Massa corporal
Para as medidas ventilatérias e metabdlicas, os animais foram pesados em cada sessdo
experimental (item 2.1.3.5), possibilitando o acompanhamento do ganho de massa corporal ao longo
do desenvolvimento. Os filhotes BKK® apresentaram uma tendéncia de menor massa corporal em
comparagdo aos animais WT e HET, sendo estatisticamente menor na idade P30 em relacéo ao grupo
WT (p = 0,002) (Tabela 2).



Tabela 2. Massa corporal (g) dos animais selvagem (WT), heterozigoto (HET) e knockout (BKX®), ao longo

do desenvolvimento nas idades P0-1, P6-7, P12-13, P30-31 e P80.

Idade Gendtipo
WT HET BKX°©
PO-1 1,4+0,1 1,4+0,2 1,3+£0,2
P6-7 3,1+0,3 3,1+0,5 2,711
P12-13 55+0,9 53+11 42+0,3
P30-31 14,2+ 27 13,0+23 8,7 +1,4%
P80 21,7+ 277 21+273 19,8+ 2.2

Os valores sdo apresentados como média + E.P.M. # Diferenca significativa entre animais mutantes e o
genotipo WT na mesma idade.

2.2.1.3 Reflexos motores
A Figuras 2 apresenta os reflexos motores de endireitamento (A) e mastigagdo (B) dos
animais PO WT, HET e BKX©. Os animais de ambos os sexos foram agrupados em cada genétipo.

A delecdo dos canais BK néo resultou em alteragGes dos comportamentos reflexos avaliados.
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Figura 2. Reflexo de endireitamento em segundos (A) e quantificacdo do nimero de mastigacdes
(B) de filhotes PO WT (n=9), HET (n=7) e BKK® (n=7) de ambos os sexos. Os valores sdo expressos
como media + E.P.M.

2.2.1.4 Avaliacédo da ventilacédo e metabolismo durante normocapnia e hipercapnia
em camundongos neonatos (P0-1, P6-7 e P12-13) selvagens, heterozigotos e knockout
para canais BK

Foram realizados experimentos com 32 animais, sendo 13 machos e 19 fémeas, entre 0s

trés genotipos. As Figuras 3 e 4 apresentam os valores de ventilacdo (Ve ), volume corrente (V7),

frequéncia respiratéria (fz), consumo de oxigénio (\VOz2) e equivalente respiratorio (VE/VO2) de
fémeas e machos, respectivamente, para os trés gendtipos nas idades P0-1 (A), P6-7 (B) e P12-13
(C). Séao apresentados os dados em condicdes basais e frente a hipercapnia (7% de CO,).

Em relacédo as fémeas (Figura 3), os dados indicam que a delecdo dos canais BK néo altera

as variaveis respiratorias e metabdlicas em condic¢Oes basais, em nenhuma das idades neonatais. Para

todas as idades e genétipos, a exposicdo ao CO, resultou em aumento significativo da VE em
decorrencia de aumento do Vr e fr (p < 0,001). Entretanto, na idade PO-1, a resposta ventilatoria a
hipercapnia foi maior nas fémeas do grupo HET comparado com o grupo BKKX® (p = 0,04) no tempo
10 min apos inicio da exposicao, possivelmente devido a um maior V' (Figura 3A). Ja para a idade
P6-7, 0 grupo BKX® apresentou um maior aumento da resposta ventilatoria ao CO, em comparagéo
com os animais WT (p = 0,015) e HET (p = 0,0003) no tempo 10 min (Figura 3B). Nas fémeas P12-



13, o gendtipo BKKC apresentou uma resposta ventilatoria ao CO2 maior em comparagio ao grupo
HET (p = 0,02), em decorréncia de um V1 maior (p = 0,037) (Figura 3C). Em relagdo ao
metabolismo, nem a exposi¢do ao CO, nem o gendtipo induziram alteracdes no VOz2.

Para os machos neonatos (Figura 4), em condicGes basais, ndo foram observadas diferencas
nas variaveis respiratorias e metabodlicas entre os genotipos. Em todas as idades neonatais e
genotipos, a exposi¢dao ao CO2 promoveu um aumento significativo nas varidveis respiratorias (p <
0,001). A delecdo dos canais BK néo resultou em diferencas estatisticas nas respostas ventilatorias

ao CO2 em nenhuma das idades pds-natais, exceto nos machos BKKC de idade P12-13, que
apresentaram uma VE e V1 maior em comparagdo com os animais WT ap6s 10 min de exposi¢do

ao CO: (p < 0,05) (Figura 4C). N&o foram observados efeitos do gendtipo sobre o metabolismo em
condig&o de hipercapnia.

wr Orer Eeke wr Orer A wr Orer Eexe
A n=5  n=8  n=6 B n=5 n=8 n=4 C n=5  n=8  n=4
4 61 * 10
+ —~
En o a T ‘ 8 M o
c 3 E f= c $
£ £ By £
E L = E 4] g ﬁ # E 1 o
. g - i - Lyl 7@
=24 e [ b b 3 R & o b
L4 o o Bl
e S 24 El
E.IH ? E E
TR ()= =y % E]
w w w ol
0 o
Normocapnia 10 20 Normocapnia 10 20 Normocapnia 10 20
7% Co, 7% CO, 7% CO,
300 4007 400

%i}é i \é; %MJ%* 8 b%l ‘%m?%ﬁ é!\@l

0
Normocapnia 10 20 Normocapnia 10 20 Normocapnia 10 20

0.025+ 0.025 0.034

‘ #
0.0204 0 0.0204 . . R g
EN 5 =N Ea s
0 b o a8 D 0.024 ) o
@ 0015 . ‘ tg = o015 ‘ =] J‘ g ] o é L
= % [ & = > T
E d T - E p £y E ‘
‘; 0.0104 &l ‘; 0.0104 ~ @w
S P! = 4=
> 3 > o ‘ = 0.01 7
0.0054+ * 0.005 i
0.000 o o
Normocapnia 10 20 Normocapnia 10 20 Normocapnia 10 20
7% CO, 7% CO, 7% CO,
0.08- 0.08 008
£ 006971 ¢ 9 S 0.06- S 006
E [o] oho V_\‘ £ 3 o . £
- B LB o l J 0 o : .
D 0,04 b H g D 0.04 b ! ! | pog 2 004 rmmae | ] [l s &
_4 & — kel H 18l = ‘ )
E = E . T 2 B
&' 0024 l &' 0.02 &' 0024
- > - > >
0. 0. 0.00-
Normocapnia 10 20 Normocapnia 10 20 Normocapnia 10 20
7% CO, 7% CO, 7% CO,
150 200 250
1504 200 3 )
~ 100 ~ o
0 o O 150 L|
> ¢ > 1ood > b :
< A £ < = I e vl
. 18 S w 100 ° 7
> 50 E ! > > %
2 ° 504 . [B
bd 504 ° ‘
Jfe B
o
Normocapnia 10 20 Normocapnia 10 20 Normocapnia 10 20
7% CO, 7% CO, 7% CO,

Figura 3. Ventilagdo (VE), volume corrente (V7), frequéncia respiratéria (fz), consumo de oxigénio
(VO2) e equivalente respiratério ( VE / VO2) de fémeas P0-1 (A), P6-7 (B) e P12-13 (C) selvagem (WT),
heterozigoto (HET) e knockout (BKK®), em condicéo de ar ambiente e sob exposicdo hipercapnica (7% CO,).

* Diferenca significativa entre o grupo BKX® e os grupos WT e HET. * Diferenca significativa entre o grupo
BKKC e WT. * Diferenca significativa entre o grupo HET e BKKO,
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Figura 4. Ventilagao (VE), volume corrente (V7), frequéncia respiratdria (fr), consumo de oxigénio
(VO2) e equivalente respiratorio ( VE / VO2 ) de machos P0-1 (A), P6-7 (B) e P12-13 (C) selvagem (WT),

heterozigoto (HET) e knockout (BKK®), em condicéo de ar ambiente e sob exposicdo hipercapnica (7% COy).
# Diferenca significativa entre o grupo BKX® e WT.

2.2.1.5 Avaliacéo da ventilagéo e metabolismo durante normocapnia e hipercapnia

em camundongos juvenis (P30-31) e adultos (P80) selvagens, heterozigotos e knockout
para canais BK

A Figura 5 apresenta as varidveis ventilatorias e metabdlicas de camundongos fémeas e
machos na idade juvenil (A e B, respectivamente) e adulta (C e D, respectivamente) para os trés
genotipos sob condigdes normocapnicas e hipercapnicas. Durante as condi¢Bes basais, ndo foram
observadas diferengas significativas em nenhuma das variaveis entre 0s genotipos, tanto na idade

juvenil quanto na adulta, exceto uma menor fr nos machos juvenis BKX® comparado com o grupo

HET (p = 0,019; Figura 5B), porém nao refletindo em alterac6es significativas na VE.A exposicdo
ao CO; resultou em aumentos significativos das variaveis ventilatorias em todos 0s grupos e

gendtipos (p < 0,001). No entanto, especificamente nas fémeas jovens BKKC, houve um maior

aumento na VE (p=0,027) e no V1 (p = 0,014) em comparagdo com o grupo WT no tempo 20 min

de exposicdo ao CO; (Figura 5A). Néo foram evidenciados efeitos do gendtipo sobre as respostas



ventilatorias a hipercania nas fémeas adultas, assim como nos machos em ambas as idades. Em

relacdo ao metabolismo, os machos juvenis BKX® apresentaram uma taxa metabdlica elevada nos

tempos 10 e 20 min de exposi¢do ao CO2 em comparagdo com os camundongos WT e HET [10 min:

BKKO vs WT (p = 0,002) e BKK® vs HET (p = 0,008); 20 min: BKK® vs WT (p = 0,008) e BKX° vs

HET (p = 0,026)]. Consequentemente, isso refletiu em uma reducdo do VE/VO2, o qual foi

estatisticamente diferente do grupo HET (p = 0,034). Adicionalmente, durante hipercapnia, o grupo

de fémeas adultas BKX© exibiu um VOz2 maior em comparagdo com os grupos WT (p =0,014) e

HET (p = 0,017) no tempo de 20 min de exposic¢ao.
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Figura 5.~Venmtidacio (VE), volume Tomemte (Vr), frequéncia respirairma(fr), consumo de oxigemo

(VO2) e equivalente respiratério ( VE / VO2) de fémeas juvenis (A) e adultas (C) e machos juvenis (B) e
adultos (D) selvagem (WT), heterozigoto (HET) e knockout (BKK®), em condigdo de ar ambiente e sob
exposicdo hipercapnica (7% CO,). " Diferenca significativa entre o grupo BKX° e os grupos WT e HET. *
Diferenca significativa entre o grupo BKX® e WT. * Diferenca significativa entre o grupo BKX® e HET.



2.2.1.6 Efeito do bloqueio sistémico dos canais BK sobre a ventilagdo e metabolismo
basal de neonatos P12-13

Em relagdo ao protocolo experimental de bloqueio farmacoldgico sistémico dos canais
BK, devido ao nimero reduzido de animais por grupo até o momento, este relatorio apresenta 0s
dados parciais em condi¢cdo basal para animais fémeas e machos na idade P12-13. A Figura 6
apresenta as varidveis respiratérias e metab6licas dos neonatos previamente e apds receber o
tratamento i.p. do veiculo ou bloqueador (paxilina 2,2 pg/kg). Os dados preliminares demonstram
gue o bloqueio sistémico dos canais BK néo resultou em alteracdes basais das variaveis ventilatérias
e metabdlicas dos neonatos P12-13 de ambos 0s sexos, embora haja uma tendéncia de reducdo da fr

nas fémeas tratadas com o blogueador, aparentemente compensada pelo aumento do V+ (Figura 6A).
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Figura 6. Ventilagdo (\VE), frequéncia respiratoria (fr), volume corrente (Vr), consumo de oxigénio

(VVO2) e equivalente respiratorio ( VE / VO2 ) de neonatos fémeas (A) e machos (B) P12-13 tratados por via
intraperitoneal (i.p.) com veiculo (PBS) ou com bloqueador dos canais BK (paxilina, 2,2 pg/kg) em condigéo
de ar ambiente. A seta indica 0 momento da injecéo.



2.2.2 Estudos comportamentais

2.2.2.1 Participagéo dos canais BK sobre a atividade locomotora, comportamendo de
ansiedade e ataque de panico induzido por CO2 em camundongos adultos

A Figura 7 mostra o envolvimento dos canais BK na atividade locomotora de
camundongos adultos, fémeas (A) e machos (B), em condi¢cGes de ar ambiente. Os dados
preliminares indicam que a mutacdo nos canais BK ndo alterou o comportamento locomotor em
ambos 0s sexos, pois ndo houve efeito do gendtipo sobre a distancia percorrida nem sobre a
velocidade média de deslocamento em ambos 0s sexos. Em relagdo ao comportamento de ansiedade
nas fémeas (C) e nos machos (D), os dados obtidos até o presente indicam uma tendéncia (p = 0,06)
de reducédo do tempo de permanéncia na periferia e aumento na regido central da arena em fémeas
BKKX®, em comparagdo com os gendtipos WT e HET. Nos machos, no entanto, o tempo de
permanéncia nas regides da arena ndo diferiu entre os genotipos. Os comportamentos de freezing e
saltos induzidos por condicao panicogénica (20% CO;) foram quantificados em fémeas (E) e machos
(F) adultos dos trés gendtipos. Nas fémeas, a mutacdo dos canais BK resultou em uma reducdo do
numero de saltos em comparacdo com o grupo WT (p = 0,006), sem efeitos sobre o0 comportamento
de freezing. Em machos, os dados preliminares mostraram um aumento significativo no tempo de
permanéncia em comportamento de freezing no genétipo HET em comparagao com os animais WT

(p = 0,04), sem efeitos do genotipo sobre o comportamento de fuga.

A wr rer @k B Cwt [Erer Wek© E wr et ek F Cwt Erer Mek
. n=3 n=5 n=6 . n=5 n=5 n=4 . n=3 n=5 n=6 . n=5 n=5 n=4
. 407 . 404 50 50 #
E E = =)
] < w404 o £ 40
S 304 © S 304 o o @ 7 5 40
£ = pod e e o
o <] e = 304 = 304
o o & ° £ = £ Q
@ 204 < 204 5} @
o o o 204 [ o 204 E
= < =3 =% &0
2 104 2 £ £
< g 1 2 10 £ 101
2 z : s
0- 0- ot— o-
0.157 0.15+ 50— 504

L |

0.104 <
o0
0.05- 0.05-

0.00t—+—— 0.00

Numero de saltos
Numero de saltos

Velocidade média (m/s)
Velocidade média (m/s)

H o
20 o
H!
104 ©

o

o4

wr et Mek©
n=3 n=5 n=6

CIwt [MHer Mex<©
n= =

5 n=5 n=4

0

Tempo de permanéncia (s) =

©

IS
S
S

W
S
3
W
S
S

=]

Ty

N
=3
3
N
S
3

=
)
3

Tempo de permanéncia (s)
.
S
3

gl Hen il

1 0-L
Periferia Centro Periferia Centro

Figura 7. Distancia total percorrida e velocidade média de deslocamento (A: fémeas; B: machos) e tempo de
permanéncia nas zonas periférica e central da arena de campo aberto (C: fémeas; D: machos) em condigdes
de ar ambiente, porcentagem de tempo em freezing e nimero de saltos induzidos por condicdo panicogénica
(20% COy) (E: fémeas; F: machos) de camundongos adultos selvagem (WT), heterozigoto (HET) e knockout
(BKX©), # Diferenca significativa em relagdo ao o grupo WT.



2.2.3 Estudos in vitro

2.2.3.1 Participacdo dos canais BK sobre as propriedades da membrana e
quimiossensibilidade ao CO dos neurdnios do Locus coeruleus de camundongos adultos

A Figura 8 apresenta as propriedades da membrana dos neurénios do LC em condicdes
basais, bem como a resposta quimiossensivel ao CO2/pH, de camundongos fémeas (A e C) e machos
(B e D) adultos para os genédtipos WT e BKKC. Os dados indicam que a delecéo do canal i6nico ndo
afetou as propriedades da membrana em condicGes basais em ambos 0s sexos.

Quanto & resposta quimiossensivel ao CO2/pH, no grupo WT, 4 das 6 células registradas
em fémeas aumentaram a taxa de disparo em 10% CO: (p = 0,02), enquanto 2 foram insensiveis ao
estimulo. No grupo BKX°, 4 das 7 células também aumentaram a taxa de disparo (p = 0,01), 2 foram
ndo responsivas, e 1 reduziu sua atividade. Até 0 momento, os dados sugerem que a dele¢do dos
canais BK ndo afeta a magnitude da resposta quimiossensivel dos neurénios do LC em fémeas. No
grupo de machos WT, 7 das 13 células registradas aumentaram a taxa de disparo em resposta a 10%
CO: (p = 0,04), enquanto 3 foram ndo responsivas e outras 3 reduziram a atividade. Nos machos
BKXO, 7 das 12 células registradas também aumentaram a taxa de disparo durante o estimulo
hipercapnico (p < 0,001); 3 células ndo responderam e 2 reduziram a atividade frente ao CO.. A
delecdo dos canais BK, no entanto, levou a um aumento significativo na magnitude da resposta
quimiossensivel ao CO2/pH (p = 0,02), com uma elevacgéo na taxa de disparo de 75% nos neurénios
dos WT e 340% nos BKKC,
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Figura 8. Potencial de membrana em repouso (Vm), resisténcia da membrana (Rm), capacitancia (Cap) e taxa
de disparo inicial dos neurénios do Locus coeruleus (LC) de fémeas (A) e machos (B) adultos selvagem (WT)
e knockout (BKX®) durante condicéo basal. Taxa de disparo dos neurdnios do LC de camundongos WT e BKK®
fémeas (C) e machos (D) adultos em condi¢do basal (5% CO,) e durante condicéo de acidose hipercapnica
(10% COy). Foto representativa do slice contendo a regido do LC em objetiva de 4x (E). Registro
representativo de células do LC para fémeas (F) e machos (G) durante condigdo basal e exposicdo ao CO; para
animais WT e BKKO. * Diferenca significativa em relacdo ao grupo WT na mesma condigéo experimental.



2.3 DISCUSSAO

O uso de camundongos knockout para canais BK (BKK®) tem fornecido uma abordagem
importante para estudar os efeitos da auséncia desses canais no controle respiratorio, metabdlico e
comportamental. No entanto, a criacdo e manutencdo deste modelo animal apresentou desafios,
visto a menor viabilidade dos filhotes BKKC na fase neonatal (Tabela 1), o que limitou o nimero
de individuos disponiveis para os experimentos, influenciando a representatividade amostral dos
resultados obtidos. Estudos anteriores observaram altas taxas de mortalidade em filhotes knockout
(Meridith et al., 2004; Halm et al., 2017), atribuidas a dificuldades de alimentacdo, o que pode
justificar a menor massa corporal dos filhotes BKX, observado no presente estudo (Tabela 2).

Embora estudos anteriores tenham relatado a ocorréncia de quadros de ataxia em
camundongos BKK® (Sausbier et al., 2004), ndo observamos alteracdes nos reflexos de mastigacgéo
ou de endireitamento no presente relatdrio (Figura 2), assim como os resultados de locomog&o ndo
diferiram entre gendtipos (Figura 7A e B). De acordo com Knaus et al. (1996), apesar da ampla
expressdo dos canais BK no SNC, esses canais parecem desempenhar um papel modesto na fungao
encefalica normal, o que sugere que sua atuagdo se torne mais relevante em situagoes de estresse,
como indicado por evidéncias de que os canais BK promovem aumento da sobrevivéncia neural
em condicdes isquémicas.

Nesse contexto, 0s dados parciais do presente relatério indicam que a auséncia dos canais
BK néo altera os parametros ventilatorios e metabélicos em condi¢fes normocépnicas ao longo do
desenvolvimento po6s-natal em ambos os sexos (Figura 3, 4 e 5). Da mesma forma, o blogueio
farmacoldgico sistémico dos canais BK em neonatos P12-13 também ndo promoveu alteragdes
respiratorias e metabolicas em condicdes basais (Figura 6). Estudos prévios demonstraram que 0s
canais BK podem desempenhar um papel na regulacdo do ritmo respiratdrio (Bissonete, 2002). O
blogueio desses canais com ChTX resultou em um sutil aumento da frequéncia de disparo do nervo
frénico em preparag0es in situ contendo o tronco encefélico de camundongos P20-25 (Busselberg
et al., 2003). Por outro lado, o blogueio desses canais com iberiotoxina (Zhao et al., 2006) ou TEA
(Onimaru et al., 2003) em preparacdes tronco encefalico-medula espinhal de ratos e camundongos
neonatos resultou em uma leve diminuigdo da fr. Esses achados sugerem que os canais BK podem
influenciar a fr de forma distinta, dependendo do tipo de preparacdo experimental. No presente
estudo, utilizando modelos in vivo de camundongos BKX®, ndo observamos efeitos sobre os
parametros respiratérios ou metabélicos em condi¢des normocapnicas, corroborando nossos
achados anteriores, nos quais a microinjecdo intra-LC de paxilina ndo resultou em alteracdes
ventilatorias durante condicGes basais (Imber et al., 2018).

Durante o desenvolvimento neonatal em roedores, os canais BK exibem um perfil de
expressdo dindmico em varios tecidos, incluindo o sistema nervoso, onde desempenham um papel
crucial na excitabilidade celular e na funcdo sinaptica (Contet et al., 2016). Assim, os canais BK
demonstram ter um papel relevante no desenvolvimento da quimiossensibilidade, dado a existéncia
de um periodo critico no desenvolvimento pds-natal em que a sensibilidade ao CO. ¢
particularmente suscetivel a variacdes (Putnam et al., 2001; 2004; Davis 2006; Bavis e Mitchell,
2008; Wong-Riley et al., 2019). Nesse sentido, os dados do presente relatorio indicam que a delecao
do canal BK parece intensificar a resposta ventilatéria hipercapnica, especialmente em fémeas nas
idades P6-7, P12-3 e na fase juvenil. Em machos juvenis e fémeas adultas, o efeito mais
pronunciado foi observado na taxa metabdlica. Esses dados sugerem que esses canais atuam como
um importante mecanismo regulador da quimiossensibilidade, especialmente durante o periodo
neonatal, quando o controle ventilatério ainda estd em maturacdo, exercendo um mecanismo de
“freio”, limitando a resposta ventilatéria ao CO.. Esses resultados vdo ao encontro de estudos
anteriores, o qual tém demonstrado a participacdo dos canais BK no controle ventilatdrio de forma
idade dependente, onde animais com idade <P10 apresentam uma quimiossensibilidade dos
neurdnios do LC significativamente maior quando comparado com animais >P10 (Gargaglioni et



al., 2010; Imber et al., 2018). Essa resposta parece ser decorrente do aumento da expressdo de
canais BK em neurdnios do LC, o qual aumenta progressivamente nas primeiras semanas de vida,
limitando a resposta quimiossensivel ao CO,, desempenhando um papel protetor ao reduzir a
atividade neuronal excessiva (Imber et al., 2018).

A maioria dos efeitos da delecdo do canal BK na ventilacdo foi observada de P6-7 até o
estagio juvenil, principalmente em fémeas. Isso pode estar relacionado a diferente expresséo dos
canais durante o desenvolvimento. De fato, os padrdes de expressao dos canais BK mudam ao longo
do desenvolvimento inicial, sugerindo que seu papel na regulacdo da excitabilidade pode ser
dependente do desenvolvimento (MacDonald et al., 2006). Em relacdo aos efeitos do sexo, estudos
anteriores demonstram que a expressao dos canais BK é maior no hipocampo de ratas fémeas em
PO, P2, P4, P6 ¢ P8 (Hunsberger ¢ Mynlieff, 2020). Curiosamente, o 17B-estradiol pode ativar
diretamente os canais BK, assim como aumentar a expressdo da subunidade 1 do canal BK,
resultando em aumento da atividade do canal por meio da desmetilacdo do DNA (Valverde et al.,
1999). Portanto, a modulagdo dos canais BK parece ser sexo dependente, como também observado
no presente estudo. Entretanto, para uma conclusao mais assertiva, precisamos aumentar o nUmero
amostral de ambos os grupos experimentais.

Os resultados referentes aos estudos eletrofisioldgicos indicam que os canais BK nao
possuem papel tnico sobre as propriedades da membrana dos neurbnios do LC de camundongos
fémeas e machos (Figura 8A e B). No entanto, a resposta quimiossensivel ao CO, dos neur6nios
do LC de machos BKK® foi significativamente maior (~340%) quando comparado com células de
animais controles (~75%) (Figura 8D). Esse resultado corrobora com trabalhos prévios onde foi
evidenciado uma reducdo da quimiossensibilidade dos neurénios do LC com o aumento da
expressdo de canais BK, o que foi revertido com a utilizacdo de bloqueador farmacolégico (Imber
et al., 2018). Curiosamente, embora preliminar, essa diferenca na resposta quimiossensivel ao CO-
dos neurénios do LC néo foi observada para as fémeas (Figura 8C), reforcando que atuacdo dos
canais BK pode ser influenciada pelo sexo. Adicionalmente, observamos que a resposta
quimiossensivel das fémeas WT parece ser maior se comparada com 0s machos WT, o que reforga
a existéncia de diferengas dependentes do sexo no LC (Gargaglioni et al., 2010). No entanto, para
uma conclusdo sélida sobre a participacdo desses canais na resposta quimiossensivel de fémeas
adultas é necessario aumentar o nimero de células registradas em ambos os grupos (WT e BKX9).

Em relacdo a expressdo de comportamentos de ansiedade, os dados obtidos pelos testes
comportamentais demonstram que a delecdo dos canais BK ndo resultou em individuos com grau
de ansiedade aumentado (Figura 7C e D). Adicionalmente, os comportamentos desencadeados por
ataques de panico (20% CO,) ndo foram potencializados pela mutagdo (Figura 7E e F), mas pelo
contrario, fémeas BKK® apresentaram uma redugdo de saltos frente a condicdo panicogénica,
demonstrando que a auséncia dos canais BK leva ao fendtipo de reducdo da resposta de fuga
relacionada ao panico, resultando em resposta panicolitica. Embora evidéncias demonstram que
desordens como ataques de panico estdo associados a anormalidades respiratorias, incluindo uma
sensibilidade aumentada ao CO- (Nardi et al., 2009; Wemmie, 2011), a mutacéo geral dos canais
BK pode ndo ser caracteristica para 0 acometimento de disturbios fisiopatoldgicos, como ataques
de pénicos. No entanto, a disfungdo do canal em ndcleos especificos envolvidos no controle da
respiragdo e do comportamento, como o LC, pode ter um impacto mais direto sobre esses
comportamentos. Com isso, propomos a realizacdo de um estagio de pesquisa no exterior (BEPE)
no Laboratério do Dr. Russell Ray, da Baylor College of Medicine (Houston, EUA), com inicio no
primeiro semestre de 2025, onde utilizaremos uma linhagem de camundongos com a delecao dos
canais BK especificamente nos neurbnios do LC e avaliaremos os efeitos sobre o controle
respiratorio e a susceptibilidade aos ataques de panico.




2.4 DIFICULDADES ENCONTRADAS

O principal fator limitante para o progresso dos experimentos foi a baixa porcentagem de
animais mutantes por ninhada (cerca de 25%), além dos elevados indices de aborto e mortalidade
po6s-natal. O projeto como um todo é ambicioso, visto que multiplos protocolos experimentais estdo
sendo executados simultaneamente, 0 que exige uma grande quantidade de animais para a execucdo
dos experimentos, para que assim possamos ter uma conclusdo mais robusta sobre a participacdo
dos canais BK no controle ventilatorio e nas disfuncdes associadas a fisiopatologias. Vale ressaltar
também que, nos primeiros anos de execucdo do projeto tematico, a implementagdo da coldnia e a
instalacdo e padronizacdo do setup de eletrofisiologia influenciaram o progresso dos experimentos.
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3. Avaliacdo do impacto das atividades do bolsista sobre 0 andamento do projeto

A participagdo do pos-doutor Luis Gustavo Patrone no progresso do subprojeto 4.4 do
presente Projeto Tematico estd sendo de grande importancia devido a sua experiéncia consolidada
em técnicas de eletrofisiologia e experimentos in vivo com neonatos. Sua atua¢do na implementacao
da coldnia dos animais mutantes, bem como na instalagdo do aparato experimental de eletrofisiolgia
foi de notdria relevancia. Além disso, teve papel ativo no desenvolvimento e progresso de outros
subprojetos do Tematico, auxiliando no treinamento dos alunos, na instrugao das analises de dados,
redacdo de relatérios, bem como na participacdo de divulgacdo cientifica em eventos nacionais e
internacionais. O bolsista dara continuidade aos protocolos experimentais em andamento, bem
como no suporte tedrico, técnico e cientifico aos colegas do laboratorio.



4. Plano de Gestao de Dados

Os dados apresentados no presente relatorio sdo parte de um Projeto Tematico, sendo
assim, todos os dados obtidos, bem como planilhas de anélises e registros das variaveis serdo
colocados em uma plataforma de armazenamento de dados online (Google Drive-Gargaglioni’s
Lab) para a preservacdo das informacdes e dados, assim como para o compartilhamento dos
mesmos com 0s membros da equipe envolvidos no Projeto Temaético. Adicionalmente, os dados
serdo preservados no Repositdrio Institucional Unesp de acesso aberto no tipo Plano de Gestéo de
Dados (http://hdl.handle.net/11449/236702), em acordo com a politica da instituicdo, para
futuramente serem disponibilizados publicamente.

5. Apreciacao do desempenho do bolsista pelo Coordenador do Projeto de Pesquisa

A bolsista apresentou uma participacao ativa e dedicagéo nas atividades desenvolvidas
no laboratério, auxiliando os alunos em diversos protocolos experimentais decorrentes do Projeto
Tematico, proporcionando assim um bom andamento do projeto até o momento.



