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RESUMO

A hipertensao arterial (HA) € uma das doencas cardiovasculares mais prevalentes e
impactantes em todo o mundo. Evidéncias clinicas e experimentais indicam que a
hiperatividade simpatica dirigida aos vasos sanguineos exerce papel central no
desenvolvimento da HA essencial. Um fator critico que pode modular o
funcionamento do sistema nervoso simpatico € o suprimento adequado de oxigénio
(O2) ao sistema nervoso central (SNC) durante o periodo pos-natal — fase decisiva
para a maturacdo das redes neurais. Tanto em pacientes hipertensos quanto em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) — modelo experimental classico da HA
essencial — observa-se estreitamento do Ilumen da artéria vértebro-basilar,
resultando em hipoperfusao e hipoxia do tronco encefalico. Nos SHR, essa hipdxia
central esta presente desde o nascimento, indicando baixa disponibilidade de O.
para 0 SNC durante todo o desenvolvimento pods-natal. Paralelamente, esses
animais exibem irregularidades respiratorias, com episddios de apneia, sugerindo
alteragdes estruturais e funcionais nas redes neurais que controlam a respiragao.
Resultados do nosso grupo demonstram que tais disturbios respiratérios estao
presentes desde o inicio da vida, gerando repetidos episodios de hipoxia que podem
influenciar, de forma persistente, a funcdo autondmica. Com base nessas
evidéncias, propomos que as irregularidades respiratérias decorram, ao menos em
parte, de um desbalanco purinérgico no SNC, caracterizado por exacerbada
sinalizacdo via adenosina. Para investigar essa hipétese, empregamos registros in
vivo da ventilagdo e avaliamos os efeitos do tratamento com cafeina — um
antagonista de receptores de adenosina — sobre a ventilagdo de animais SHR.
Nossos resultados mostram que o tratamento pds-natal com a cafeina foi capaz de
aumentar a ventilagdo de animais SHR e atenuar o aumento da pressao arterial na
vida adulta.

Palavras — chave: cafeina; apneia; hipertensao;



Evangelista AB. Effects of postnatal caffeine treatment on ventilation and respiratory
irregularities in hypertensive animals [Trabalho de Conclusédo de Curso — Graduagao
em Odontologia]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2025.

ABSTRACT

Arterial hypertension (AH) is one of the most common and impactful cardiovascular
diseases worldwide. Clinical and experimental evidence shows that sympathetic
overactivity targeting blood vessels plays a central role in the development of
essential hypertension. An important factor that may influence sympathetic nervous
system function is the proper supply of oxygen (O:) to the central nervous system
(CNS) during the postnatal period — a critical phase for neural network development.
Both in hypertensive patients and in spontaneously hypertensive rats (SHR) — a
well-established experimental model of essential hypertension — a narrowing of the
vertebrobasilar artery lumen has been observed, leading to brainstem hypoperfusion
and hypoxia. In SHR, this central hypoxia is present from birth, indicating reduced O:
availability to the CNS throughout postnatal development. Simultaneously, these
animals show respiratory irregularities, such as apnea episodes, implying structural
and functional changes in the neural networks that control breathing. Our group's
findings indicate that such respiratory disturbances are present from the very
beginning of life, causing repeated hypoxic episodes that may have lasting effects on
autonomic function. Based on this evidence, we suggest that respiratory irregularities
may, at least partly, result from a purinergic imbalance in the CNS, characterized by
exacerbated adenosine signaling. To investigate this hypothesis, we employed in vivo
ventilation recordings and assessed the effects of caffeine treatment, a well-known
adenosine receptor antagonist, on ventilation in SHRs. Our results show that
post-natal caffeine treatment in SHR increased baseline ventilation during neonatal
life and reduced arterial blood pressure levels in adulthood.

Keywords: caffeine; apnea; hypertension.
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1 INTRODUGAO

As disfungdes no sistema cardiovascular representam um grave problema de
saude publica mundial. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, as
doencas cardiovasculares foram consideradas a principal causa de morte em 2019.
A hipertensao arterial (HA) afeta aproximadamente um ter¢co da populagdo mundial
adulta masculina e feminina' e representa um importante fator de risco para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e morte prematura. A etiologia da HA
€ multifatorial, podendo ser desencadeada por mecanismos genéticos, habitos
alimentares, inatividade fisica e tabagismo, ou ser secundaria a presenca de outras
doencas como a obesidade e disturbios metabdlicos, disfungdes vasculares,
doencas renais ou disturbios respiratérios durante o sono’. Assim, os mecanismos
responsaveis pelo desenvolvimento da HA séo complexos, e suas bases ainda nao
sdo completamente compreendidas.

Evidéncias clinicas e experimentais mostram uma associacdo entre o
aumento da atividade simpatica para os vasos sanguineos e a manutengao da HA?,
indicando a existéncia de modificagdes e plasticidade no funcionamento do sistema
nervoso simpatico na fisiopatologia da HA. Estudos conduzidos em animais
espontaneamente hipertensos (spontaneously hypertensive rats, SHR), um modelo
experimental para a HA essencial, mostram que os niveis elevados da atividade
simpatica em animais SHR sao observados desde a vida pdés-natal (pelo menos a
partir do dia pds-natal 9), antes do desenvolvimento da HA e precedendo alteragdes
funcionais nos quimiorreceptores periféricos e barorreceptores arteriais®. Portanto,
modificacdes ao nivel do SNC parecem contribuir, de forma primaria, para o
desenvolvimento da hiperatividade simpatica e disfungdes cardiovasculares
relacionadas a HA.

Fatores ambientais durante a vida intrauterina e neonatal sdo considerados
fatores de risco para o desenvolvimento da HA*. Durante a vida pos-natal, o SNC
ainda passa por uma janela de amadurecimento, com alteragdes na morfologia
neuronal, propriedades elétricas de membrana e consolidacdo de sinapses,
culminando em modificagbes e consolidagdes nas funcdes cerebrais®. O
desenvolvimento pés-natal €, em grande parte, determinado pelo aporte de
nutrientes e oxigénio ao recém-nascido. Entre os tecidos do corpo, o SNC apresenta

alta vulnerabilidade a redugcado da oferta de nutrientes e O, devido a sua elevada



demanda metabdlica e auséncia de reservas energéticas. Assim, o déficit metabdlico
durante a fase de amamentacgao esta relacionado com o surgimento de alteragbes
em fungdes cerebrais que permanecem até a vida adulta®*. Dentre os insultos
comumente observados durante a vida pds-natal pode-se mencionar a hipoxia
intermitente. Tal condi¢cao é prevalente em bebés prematuros, devido aos episddios
recorrentes de apneias deflagradas pela imaturidade e instabilidade do sistema
respiratério®. Evidéncias experimentais mostram que a exposigdo a hipoxia
intermitente durante os primeiros dias de vida pds-natal promove, na vida
jovem/adulta, irregularidades respiratdrias associadas ao desenvolvimento de niveis
elevados da presséo arterial e hiperatividade simpatica’®. Essas observagoes,
portanto, indicam que a exposigao a hipoxia intermitente pds-natal € um relevante
fator de risco para o desenvolvimento de disfuncdes cardiorrespiratérias.

Em animais SHR adultos, é descrito a presenca de irregularidades
respiratorias associadas a ocorréncia de episoddios de apneia (pausas respiratérias),
apesar dos valores médios da ventilagdo pulmonar serem semelhantes aos animais
normotensos®. Tais observagbes experimentais se assemelham a estudos clinicos
mostrando maior prevaléncia de apneias durante o sono em pacientes com HA
essencia’. De forma interessante, as apneias observadas em ratos SHR nao se
mostraram secundarias ao desenvolvimento da HA®, sugerindo a presenga de
alteragbes inatas no funcionamento da rede neural respiratéria. De fato, estudos
recentes e ainda n&o publicados do nosso grupo mostram que animais SHR, durante
as duas primeiras semanas de vida poés-natal, apresentam irregularidades
respiratorias e redugdes na saturagcdo de O, no sangue, confirmando tal
possibilidade. Assim, a presenca de episodios de apneias desde o nascimento pode
promover a exposi¢cao a hipdoxia durante o periodo critico de desenvolvimento
pos-natal, representando um fator adicional para o desenvolvimento da
hiperatividade simpatica.

A respiracao € gerada por uma complexa e sofisticada rede neural localizada
no tronco encefalico, sendo responsavel por fornecer estimulos ritmicos para os
neurdnios motores presentes no bulbo e na medula espinhal, para, dessa forma,
controlar a contragdo e o relaxamento dos musculos respiratorios’. Dentro desta
rede neural respiratoria, ha uma regiao considerada primordial para a génese do
ritmo respiratorio — o complexo de pré-Botzinger (preBotC). O preBotC esta

localizado bilateralmente na superficie ventral do bulbo e contém neurbnios com



propriedades que os permitem gerar atividade ritmica de forma espontanea e com
projegOes para outros grupamentos respiratérios'. Modificagbes na excitabilidade
dos neurbnios do preBotC causam alteragdes no ritmo respiratério, assim como a
sua inibicdo leva a apneia. Um importante fator modulatério inibitério da atividade
dos neurdnios do preBotC é a adenosina. Em situacdes de hipoxia, a concentragao
de adenosina aumenta no SNC, causando uma redugdo generalizada da
excitabilidade neuronal e uma diminuigdo metabdlica adaptativa’. No preBotC, a
adenosina, ao ligar-se aos seus receptores do tipo A1, produz a hiperpolarizagéo
dos neurénios inspiratorios e reducao da frequéncia respiratéria™.

Estudos realizados em pacientes hipertensos e animais SHR indicam uma
reducdo do Ilumen da artéria vertebro-basilar, levando a uma condicado de
hipoperfusdo central e hipdxia tecidual, apesar dos niveis normais de O, arterial’*. O
aumento da resisténcia da artéria vertebro-basilar € observado em animais SHR
neonatos, indicando que o quadro de hipoperfusao/hipoxia central esta presente
desde o nascimento’. Nesse contexto de hipdxia central, é possivel especular que
em regides do SNC de ratos SHR, especialmente no preBoétC, ha um acumulo de
adenosina, causando um desbalango no controle da geragéo do ritmo respiratorio e,

assim, o surgimento de irregularidades respiratérias.
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2 PROPOSIGAO

No presente projeto, avaliamos os efeitos do tratamento com cafeina (um
antagonista de receptores para a adenosina) sobre as irregularidades respiratorias
em animais SHR. A cafeina € uma abordagem farmacoldgica amplamente utilizada
na clinica neonatal para diminuir ou abolir as irregularidades respiratorias em bebés
prematuros. Nossa hipétese é de que a cafeina seria capaz de regularizar a
respiragdo de animais SHR durante a vida pds-natal (por bloquear os efeitos
inibitérios da adenosina), promovendo efeitos benéficos sobre os niveis de pressao
arterial na vida adulta. Este estudo trouxe novas informagdes sobre o
desenvolvimento da hiperatividade simpatica e HA, uma vez que as irregularidades
respiratorias / hipdxia intermitente durante o periodo pds-natal sao fatores de risco

para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares na vida adulta.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Para revisao de literatura, foram realizadas pesquisas de artigos referentes as

palavras-chave no Pubmed e Google Académico, entre 2000 e 2020.

3.1 Hipertensao Arterial

O fato da pressao arterial (PA) refletir o produto do débito cardiaco pela
resisténcia vascular periférica total, faz dessa variavel um importante parametro de
avaliacdo do sistema cardiovascular, permitindo estimar a sua funcionalidade e,
consequentemente, o aporte de nutrientes para os diferentes tecidos do organismo.
Mediante alteragbes comportamentais e modificagdes na demanda metabdlica, é
natural que ocorram oscilagdes transitérias na PA de um individuo saudavel ao longo
de 24 horas™. Nesse sentido, mecanismos reflexos promovem ajustes
cardiovasculares imediatos a fim de garantir a manutencéo dos niveis pressoéricos
dentro de uma faixa de normalidade (pressao sistdlica normal-limitrofe: <130-139
mmHg, presséo diastolica normal-limitrofe: <85-89 mmHg) a maior parte do tempo™®.
Além dos ajustes instantaneos, o sistema cardiovascular dispbée de outros
mecanismos regulatorios que atuam no controle a médio e longo prazo da PA?. No
entanto, quando os niveis pressoricos se elevam cronicamente a ponto de exceder a
capacidade dos mecanismos fisiologicos de controlar a PA em repouso, instala-se
uma condicdo patolégica comum entre homens e mulheres denominada como
hipertensdo arterial (HA) (presséo sistdlica: = 140 mmHg, presséo diastolica: = 90
mmHQg)'®. De acordo com as estimativas da organizagdo mundial de saiide (OMS),
em 2021 a HA afetava aproximadamente um terco da populagédo global
(aproximadamente 1,28 bilhdes de pessoas), caracterizando um grave problema de
saude publica.

Dentre as multiplas causas que ajudam a explicar essa elevada incidéncia
sobre a populagdo ao redor do mundo, estdo os maus habitos alimentares, o
tabagismo, o sedentarismo, os fatores genéticos, as doengas renais, as alteragdes
metabdlicas e os distlirbios respiratorios durante o sono'. No entanto, os
mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da HA sdo complexos, e a sua
etiologia ainda nao foi completamente elucidada. O reflexo desse desconhecimento

pode ser evidenciado pela expressiva parcela de pacientes hipertensos que sao
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tratados com a combinagdo de dois ou mais farmacos anti-hipertensivos e, ainda
assim, ndo obtém éxito no controle dos niveis pressoéricos em valores fisioldgicos'’.
Portanto, fica evidente que existem lacunas na compreensdo mais detalhada dos
mecanismos fisiopatoldgicos associados a génese da hipertensdo, demandando
novos estudos voltados para a investigagcdo das condigdes que predispdem o
individuo ao desenvolvimento dessa patologia. O fomento a produgcdo de
conhecimento nessa area € imprescindivel para viabilizar o desenvolvimento e a
implementagdo de novas abordagens terapéuticas e, assim, contribuir, futuramente,
para escolhas mais assertivas e eficientes no tratamento farmacologico da
hipertenséao arterial.

Por meio de registros da atividade simpatica e dosagens de noradrenalina
plasmatica, foi evidenciado em pacientes hipertensos e em modelos animais uma
associagao entre o aumento da atividade simpatica para os vasos sanguineos e a
manutencao da HA%?3'8%20 Essas observagdes indicam a existéncia de modificacdes
e plasticidade no funcionamento do sistema nervoso simpatico na fisiopatologia da
HA. Estudos recentes conduzidos em animais espontaneamente hipertensos
(spontaneously hypertensive rats, SHR), um modelo experimental para a HA
essencial, sugerem que a hiperatividade do sistema nervoso simpatico e
manutencdo dos niveis elevados da pressao arterial estdo associadas ao aumento
da atividade aferente proveniente dos corpusculos carotideos para o sistema
nervoso central (SNC)?"#2, Ainda que esses estudos experimentais fomentem a
discussdo sobre o uso de intervengbes farmacoldgicas e cirurgicas que inibam a
atividade dos corpusculos carotideos em pacientes com hipertenséo resistente>2°, a
desnervagdo dos corpusculos carotideos em animais SHR, e em outros modelos
experimentais da HA, ndo promove a normalizagcdo da pressao arterial e da
atividade simpatica?®??’, indicando a participacdo de outros mecanismos. E relatado
gue os niveis elevados da atividade simpatica em animais SH sdo observados desde
a vida pos-natal (pelo menos a partir do dia pds-natal 9), antes do desenvolvimento
da HA e precedendo alteracbes funcionais nos quimiorreceptores periféricos e
barorreceptores arteriais®. Portanto, modificagbes ao nivel do SNC parecem
contribuir, de forma primaria, para o desenvolvimento da hiperatividade simpatica e
disfungdes cardiovasculares relacionadas a HA.

Fatores ambientais durante a vida intrauterina e neonatal sdo também

considerados fatores de risco para o desenvolvimento da HA®*. Durante a vida
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pds-natal, o SNC ainda passa por uma janela de amadurecimento, com altera¢des
na morfologia neuronal, propriedades elétricas de membrana e consolidagdo de
sinapses, culminando em modificagbes e consolidagbes nas fungdes cerebrais®?8. O
desenvolvimento pés-natal €, em grande parte, determinado pelo aporte de
nutrientes e oxigénio ao recém-nascido. Entre os tecidos do corpo, o SNC apresenta
alta vulnerabilidade a reducdo da oferta de nutrientes e O, devido a sua elevada
demanda metabdlica e auséncia de reservas energéticas®. Assim, o déficit
metabdlico durante a fase de amamentacéo esta relacionado com o surgimento de
alteracées em funcgdes cerebrais que permanecem até a vida adulta**°. Dentre os
insultos comumente observados durante a vida pds-natal pode-se mencionar a
hipdxia intermitente. Tal condigdo é prevalente em bebés prematuros, devido aos
episdédios recorrentes de apneias deflagradas pela imaturidade e instabilidade do
sistema respiratorio®. Evidéncias experimentais obtidas por nosso grupo de pesquisa
e em outros laboratdrios mostram que a exposi¢ao a hipdxia intermitente durante os
primeiros dias de vida pés-natal promove, na vida jovem/adulta, irregularidades
respiratorias associadas ao desenvolvimento de niveis elevados da pressé&o arterial
e hiperatividade simpatica’®. Essas observagdes, portanto, indicam que a exposigéo
a hipodxia intermitente pds-natal € um relevante fator de risco para o desenvolvimento
de disfungdes cardiorrespiratorias.

Em animais SHR adultos, é descrito a presenca de irregularidades
respiratorias associadas a ocorréncia de episodios de apneia (pausas respiratérias),
apesar dos valores médios da ventilacdo pulmonar serem semelhantes aos animais
normotensos®3'*2. Tais observagbes experimentais se assemelham a estudos
clinicos mostrando maior prevaléncia de apneias durante o sono em pacientes com
HA essencial’®**3* De forma interessante, as apneias observadas em ratos SHR
ndo se mostraram secundarias ao desenvolvimento da HA®, sugerindo a presenca
de alteragdes inatas no funcionamento da rede neural respiratéria. Até o presente
momento, ndo ha estudos investigando se as irregularidades respiratérias em
animais SHR estdo presentes desde o nascimento ou se surgem ao longo do
desenvolvimento. A elucidacdo desse questionamento € relevante se considerarmos
que a presenga de episodios de apneias desde o0 nascimento pode promover a
exposi¢cao a hipdxia intermitente durante o periodo critico de desenvolvimento
pos-natal, representando um fator adicional para o desenvolvimento da

hiperatividade simpatica.
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3.2 Controle da respiragao, hipertensao arterial e mecanismos purinérgicos

A respiragao é gerada por uma complexa e sofisticada rede neural localizada
no tronco encefalico®, sendo responsavel por fornecer estimulos ritmicos para os
neurdnios motores presentes no bulbo e na medula espinhal, para, dessa forma,
controlar a contragdo e o relaxamento dos musculos respiratorios’. Dentro desta
rede neural respiratéria, ha uma regido considerada primordial para a génese do
ritmo respiratério — o complexo de pré-Botzinger (preBotC)®*. O preBotC esta
localizado bilateralmente na superficie ventral do bulbo e contém neurbnios que
apresentam atividade ritmica em fase com a inspiracdo. Os neurbnios do preBotC
formam um microcircuito, com propriedades que os permitem gerar atividade ritmica
de forma espontadnea, mesmo em condi¢des isoladas in vitro, e com projecdes para
outros grupamentos respiratérios (incluindo o preBotC contralateral para
sincronizagdo dos neurdnios inspiratorios)*”*. Modificagdes na excitabilidade dos
neurdnios do preBotC causam alteragdes no ritmo respiratério, assim como a sua
inibicdo leva a apneia®. Portanto, é reconhecido que o preBotC apresenta fungéao
central na geracado da respiracdo. No contexto a HA, estudos in situ mostram que
uma subpopulacdo de neurdnios inspiratorios do preBotC de ratos SHR jovens
(ainda nao hipertensos) apresentam maior excitabilidade devido a uma redugéo na
condutancia da membrana aos ions K**. Ainda que estes e outros autores tenham
associado as alteragbes na excitabilidade dos neurénios do preBo6tC com
modificagbes no acoplamento simpatico-respiratério*®*', tais evidéncias sugerem
que o controle da atividade ritmogénica no preBotC esteja alterado em animais
hipertensos, contribuindo para o surgimento de episédios de apneia — uma
possibilidade ainda n&o investigada.

Além dos neurbnios inspiratorios, a regido do preBotC contém astrocitos
capazes de detectar redugbes no O, no parénquima cerebral*?. Em situagbes de
diminuicdo da disponibilidade de O, (p.ex., condi¢cdes de hipdxia), os
quimiorreceptores periféricos respondem rapidamente as reducbes na pressao
parcial arterial de O, (PaO,) e enviam sinais excitatérios para o SNC para promover
respostas de aumento da ventilacdo e débito cardiaco, redistribuicdo do fluxo
sanguineo e ajustes metabdlicos***°. Por outro lado, se a condigdo de hipdxia
persistir, podera ocorrer uma reducdo generalizada da excitabilidade do SNC, em

parte devido ao acumulo de transmissores inibitorios (p. ex., adenosina), que produz
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uma diminuicdo metabdlica adaptativa neuronal para, presumivelmente, aumentar a
capacidade do cérebro de sobreviver a periodos de oferta reduzida de O,'*47. No
entanto, em algumas areas do SNC, como no preB6tC, a hipdxia tecidual promove a
ativacdo de astrécitos sensiveis aos niveis de O, tecidual, por meio de um
mecanismo mitocondrial, ativagdo da fosfolipase C e aumento do Ca?* intracelular,
causando a liberagdo de ATP por exocitose*?“®, Esse ATP, por sua vez, promove a
estimulacado dos neurénios do preBotC, via ativagao de receptores purinérgicos do
tipo P2Y1, de forma a compensar a depressao induzida pela hipéxia e manter a
atividade dos neurdnios inspiratorios*®. Além da condigdo de hipoxia sistémica, o
mecanismo astrocitos-purinas-neurdnios da superficie ventral do bulbo parece
também ser relevante em monitorar O, cerebral, de forma independente do O,
arterial, e promover ajustes cardiorrespiratérias reflexos em situacbes como a
reducao do fluxo sanguineo cerebral®.

Estudos anatdmicos e funcionais realizados em pacientes hipertensos e
animais SHR indicam uma reducgéo do lumen da artéria vertebro-basilar, levando a
uma condicao de hipoperfusao central e hipdxia tecidual, apesar dos niveis normais
de O, no sangue arterial™'™*° Em ratos SHR, medidas da PO, tecidual e
marcadores teciduais de hipdxia confirmam que os niveis de O, no parénquima do
tronco encefalico se encontram reduzidos em relagido aos animais normotensos®'?2,
O aumento da resisténcia da artéria vertebro-basilar é observado em animais SH
neonatos, indicando que a hipoperfusdo/hipdxia do tronco encefalico esta presente
desde o nascimento' 3. Nesse sentido, é possivel especular que os mecanismos de
ativacao dos astrocitos sensiveis a hipdxia e a modulagdo purinérgica sobre os
neurdnios do preBotC, os quais ja se encontram funcionais ao nascimento®, estejam
hiperativos e/ou sensibilizados em animais SH. O recrutamento desse mecanismo
excitatério, associado ao acumulo de fatores inibitorios gerados pela hipéxia tecidual
(p. ex., a adenosina, derivada da quebra do ATP'? podera gerar um desbalango
entre a excitacao e inibicdo dos neurdnios ritmogénicos do preBo6tC, promovendo

periodos de irregularidades do automatismo respiratério em animais hipertensos.
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3.3 Cafeina, adenosina e irregularidades respiratérias

Como descrito anteriormente, no tronco encefalico, existe uma regido
responsavel pela respiracdo, denominada complexo pré-Botzinger (preBotC), que
contém neurdnios responsaveis pelo controle do ritmo respiratorio. A atividade
oscilatoria dessa regido se da por uma complexa rede constituida por células da glia,
especialmente astrocitos, e neurdnios responsaveis por gerar € modular a atividade
espontanea, mesmo quando isolados in vitro’*. Levando isso em consideracgédo, em
situacbes de estresse metabdlico, como visto durante a exposicdo a hipdxia e
isquemia, astrécitos da regido do preBotC liberam o gliotransmissor ATP que atua
diretamente nos receptores purinérgicos P2 (principalmente P2Y1) expressos em
neurdnios do preBotC, aumentando, assim, sua excitabilidade e estimulando a
frequéncia respiratéria. Ao mesmo tempo, o ATP liberado pelos astrécitos é
degradado em adenosina, a qual vai também atuar em receptores A1 dos neurdnios
do preBo6tC, promovendo a hiperpolarizagdo dos neurénios inspiratorios e redugao
da frequéncia respiratoria’>. Portanto, em uma situagdo de estresse metabdlico
prolongado, ocorre 0 acumulo de adenosina em regides que controlam a respiragao,
promovendo uma depressao adaptativa da ventilacdo. Dessa forma, sugere-se que
a adenosina, em situagcdes de hipdxia, seja um sinalizador extracelular capaz de
modular a excitabilidade neuronal e regular a homeostase cerebral. Isso significa
que, em condigdes normais, sua concentracdo extracelular € baixa, exercendo
apenas um papel modulador ténico. Porém, durante a exposicdo a hipdxia, a
degradacao do ATP extracelular leva ao acumulo de adenosina, que exerce efeito
inibitério predominante sobre os neurdnios inspiratorios'?. Essa resposta inibitéria é
considerada adaptativa, pois reduz o consumo energético dos neurbnios em
condicbes criticas, mas, em excesso, pode levar a instabilidade respiratéria e
apneia'?“,

Essa situagao de hipoxia tecidual crénica, especialmente no sistema nervoso
central, pode ser observada em modelos experimentais patolégicos, como nos ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) — modelo experimental da hipertensao
essencial. E descrito que esses animais, de forma semelhante aos pacientes com

hipertensdo neurogénica, apresentam hipoperfusdo cerebral®*°. Nos animais SHR,
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o0 quadro de hipoperfusdo cerebral é observado desde o periodo neonatal, o que
favorece um estado de hipoxia central persistente ao longo do desenvolvimento®.
Nesse cenario, € possivel especular que a concentracdo de adenosina no SNC,
especialmente no preBotC, esteja elevada, acarretando a ativagdo dos receptores
A1 e comprometendo a estabilidade do ritmo respiratorio, com o surgimento de
instabilidades respiratérias e periodos de apneia.

Um cenario semelhante pode ser observado em bebés prematuros que
apresentam episodios recorrentes e espontdneos de apneia. Essa condigdo,
chamada de apneia da prematuridade (AP), é definida como pausas respiratérias
superiores a 20 segundos, ou menores quando associadas a bradicardia e
dessaturagdo de oxigénio®. As causas que levam ao surgimento da AP ndo s3o
completamente elucidadas, mas estdo associadas a uma imaturidade da rede neural
respiratoria, baixa excitabilidade dos neurdnios motores e maior complacéncia do
sistema respiratorio, especialmente das vias aéreas superiores, que, coletivamente,
favorecem o surgimento de episddios de apneia®®.

A primeira opg¢ao de tratamento para a AP é a pressao positiva de ar (ou
CPAP), que visa promover a estabilidade mecénica do sistema respiratério. Contudo,
ha evidéncias de que o tratamento com a cafeina € uma eficaz abordagem
farmacoloégica para reduzir ou prevenir os episédios de apneia em bebés
prematuros®. A cafeina € um antagonista ndo seletivo dos receptores A1 e A2 para
adenosina. No sistema respiratério, a cafeina atua sobre neurénios que controlam o
ritmo e padrao respiratérios, modulando a excitabilidade neuronal e a estabilidade do
ritmo respiratorio®. Como ja mencionado anteriormente, em prematuros, a
imaturidade do preBotC e o desequilibrio entre neurbnios excitatorios e inibitorios
podem gerar instabilidade respiratoria e episdédios de apneia, sendo assim, o
antagonismo da cafeina sobre os receptores de adenosina reduz o efeito inibitorio
da adenosina A1 sobre os neurbnios excitadores do preBotC, aumentando a
frequéncia respiratéria e promovendo a regularidade do ritmo respiratorio®®-8,

A cafeina é um alcaldide metilxantinico amplamente conhecido por suas
propriedades estimulantes do sistema nervoso central. Em neonatologia, seu uso se
destaca no tratamento da apneia da prematuridade. Montandon, Bairam®
demonstraram em ratos neonatos que a administragdo de cafeina aumenta
significativamente a frequéncia respiratdria e reduz episédios de apneia. Estudos

adicionais mostram que a cafeina melhora a estabilidade do ritmo respiratério em
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condigdes de hipoxia intermitente, modulando tanto a atividade dos neurdnios do
preBotC quanto os circuitos purinérgicos associados, por isso, ela é comumente
utilizada na pratica clinica para melhorar a irregularidade respiratoria. Ademais,
evidéncias experimentais que avaliaram o efeito agudo, observaram que a cafeina
aumenta rapidamente a frequéncia respiratoria, reduzindo episddios de apneia em
recém-nascidos e neonatos. Esse efeito ocorre principalmente pela ativacao
imediata de neurbnios excitatérios do preBo6tC e pelo bloqueio do efeito depressor
da adenosina'. Ja achados que avaliaram os efeitos cronicos, observaram que a
cafeina promove ajustes funcionais na plasticidade neuronal, melhorando a resposta

ventilatéria a longo prazo®*®8.
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4 MATERIAL E METODO

Foram utilizados animais normotensos (Holtzman) e espontaneamente
hipertensos (spontaneously hypertensive rats, SHR) neonatos (P0-7) de ambos os
sexos, provenientes do biotério do Biotério da Faculdade de Odontologia de
Araraquara (FOAR), UNESP, Araraquara.

4.1 Animais

Os animais foram alojados em gaiolas coletivas com livre acesso a ragao e
agua, sob condigbes controladas de temperatura (22+1°C), umidade (50-60%) e
ciclo claro/escuro (12:12 luzes acesas as 07:00 am). Os procedimentos
experimentais deste projeto estavam de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de
Animais de Laboratério, publicado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foram aprovados pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animal da FOAR/UNESP (CEUA 02/2023). Todas as medidas foram
tomadas para evitar a dor e o sofrimento dos animais e minimizar o numero de

animais utilizados.

4.2 Avaliagao da ventilagao pulmonar

A avaliagdo da ventilagdo pulmonar em animais neonatos foi realizada pelo
método de head-out plethysmography®. Para tanto, os animais foram acomodados
em uma camara cilindrica de acrilico com volume ajustavel (50-150 mL). Essa
camara apresentava uma segunda camara (20 mL) em uma das extremidades,
separadas por uma barragem de borracha (dental dam). Essa barragem
apresentava um orificio ajustavel, no qual € posicionada a cabega do animal,
permitindo o isolamento da cabega do resto do corpo em camaras separadas (head
chamber e body chamber, respectivamente, Figura 1). Para as medidas da
ventilagdo, um transdutor diferencial de pressdo (Spirometer, ADInstruments,
Australia) foi conectado a caémara maior (body chamber), o qual detectava as
oscilagbes de pressdo associadas aos movimentos respiratérios (caixa toraxica). Os

sinais foram captados por um sistema de aquisicdo (PowerLab System,
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ADInstruments; frequéncia de amostragem: 1 KHz) conectado a um computador
equipado com software apropriado (LabChart Software, ADInstruments, Australia). A
amplitude das oscilagbes eram proporcionais ao volume corrente (V) que foi
calculado considerando o volume de calibragdo (0,2 mL, injetado na cadmara no
inicio de cada experimento) e o peso do animal (expresso em mL/kg). A frequéncia
respiratoria (fR, expressa em ciclos por minuto, cpm) foi estimada a partir do
intervalo de tempo entre os picos das oscilagdes respiratorias. A ventilagdo minuto
(Vg, mL/kg/min) foi obtida a partir da multiplicacdo do V; e fR. Durante os
experimentos, a cdmara menor (head chamber) foi continuamente ventilada com ar
ambiente. Além disso, a camara pletismografica foi mantida aquecida durante os

experimentos (30-33°C) para manter a temperatura corporal dos animais neonatos.

Figura 1 - Esquema ilustrando a caAmera de pletismografia (imagem a direita) utilizada para
0s registros da ventilagdo (imagem a esquerda) em animais neonatos
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Fonte: Arquivo pessoal da autora.

4.3 Avaliagao da taxa metabdlica

Junto com a medida da ventilagao pulmonar, o consumo de oxigénio (VO,) foi
avaliado para inferir sobre a taxa metabdlica dos animais. As analises de VO, foram
realizadas a partir das diferencas entre as medidas do O, e CO, inspirado e expirado

(flow-through respirometry), conforme descrito anteriormente®®

4.4 Avaliagao dos parametros cardiovasculares

Para analise da pressao arterial e frequéncia cardiaca de repouso, 0s animais
adultos foram anestesiados com uma mistura de cetamina (50 mg/Kg) e xilazina (10
mg/Kg) e um cateter de polietiieno (PE-50 soldado a um PE-10) foi inserido na

artéria femoral e, posteriormente, exteriorizado na regiao interescapular para registro
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da pressdo arterial e administragdo de drogas. Vinte e quatro horas apds os
procedimentos cirurgicos, quando os animais ja se encontravam livres dos efeitos da
anestesia, o cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressao acoplado a um
amplificador e um sistema de aquisicdo de dados (Powerlab, ADInstruments,
Australia). Os sinais da presséo arterial pulsatil (PAP) foram entdo continuamente
registrados (2 kHz) em um microcomputador equipado com o sistema de aquisi¢ao
de dados LabChart 8 (ADInstruments). A partir dos sinais da PAP, foram calculados
os valores da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Ao final dos

experimentos, os animais foram sacrificados por overdose de anestésico.

4.5 Protocolo experimental

Tratamento agudo: os parametros ventilatérios de animais NT e SHR
neonatos (P0-6) foram avaliados antes e durante 30 min apds a administracao
intraperitoneal (i.p.) de cafeina (15 mg/kg) (568). Um grupo separado de animais NT
recebeu injegdes (i.p.) de veiculo (salina).

Tratamento crénico: Dentro das primeiras 12 h apdés o nascimento, a
ventilagdo de repouso dos animais NT e SHR recém-nascidos foi avaliada. Na
sequéncia, os animais deram inicio ao tratamento diario com cafeina (15 mg/kg,
s.c.), que perdurou até o 15° dia de vida. As inje¢gdes foram realizadas,
aproximadamente, no mesmo horario. Uma nova avaliagdo da ventilacdo foi
realizada na idade P8, ou seja, apos 7 dias de tratamento com cafeina. Grupos
separados de animais NT e SHR receberam injecées de veiculo (NaCl 0,9%, s.c.)
durante o mesmo periodo, ou seja, de PO a P15. Apds o periodo de tratamento com
cafeina ou veiculo, os animais foram mantidos no biotério até a vida adulta (P80-90)

para a avaliacao dos niveis da pressao arterial e frequéncia cardiaca.

4.6 Analise dos dados

Os registros foram analisados offline utilizando o software LabChart
(ADInstruments). Os parametros respiratorios e metabdlicos foram quantificados a
partir da média dos valores obtidos durante o periodo em repouso, e expressos em
unidades absolutas. As alteragdes na ventilagdo em resposta a administracdo aguda
de cafeina foram avaliadas por meio da comparagao entre os valores na condigao

controle (antes da inje¢cao) e durante os efeitos da cafeina (tomados com a média
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dos valores entre os minutos 15 e 30 apds a inje¢do). As alteragbes nos parametros
respiratérios de animais tratados cronicamente com cafeina foram avaliadas
comparando com os valores de animais que receberam injecbes de veiculo. Os
dados médios sdo expressos como media £ desvio padrao da média. A distribuicdo
normal dos dados foi confirmada usando o teste de Shapiro-Wilk. Para o tratamento
agudo, os resultados foram comparados utilizando teste t-Student pareado (para
avaliacao dos efeitos da cafeina no mesmo grupo experimental) e ndo pareado (para
comparagdes entre os grupos NT e SHR). Para o tratamento crénico, os resultados
foram comparados utilizando o one-way ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni.
As operagbes estatisticas e graficas foram realizadas utilizando o software

GraphPad Prism (Versao 8.3, GraphPad Software Inc.), considerando P < 0,05.
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5 RESULTADOS

Em ambos os grupos experimentais, a administragcdo diaria de cafeina (15
mg/kg, s.c.) durante os primeiros 7 dias de vida pds-natal ndo modificou a ventilagéo
pulmonar de repouso dos grupos NT (n=6) e SHR (n=5), quando comparado com
seus respectivos grupos NT (n=5) e SHR (n=6) tratados com veiculo (Figura 6A).
Contudo, nos animais NT, foi observado que o tratamento crénico com cafeina
causou um aumento da frequéncia respiratoria, sem modificagdes no volume
corrente (Figuras 6B e C). Por outro lado, no grupo SHR, a administragao de cafeina
por 7 dias promoveu um aumento significativo do volume corrente, sem
modificacdes na frequéncia respiratéria (Figuras 6 B e C). Tais resultados estdo

descritos na tabela 1.

5.1 Parametros ventilatérios em repouso dos animais

A figura 2 contém registros da ventilagdo pulmonar de um animal (NT) e um
animal (SHR) neonatos, representativos dos seus respectivos grupos. Nos painéis a
esquerda, € possivel notar a presenga de irregularidades respiratérias nos animais
neonatos SHR em condi¢des de repouso. Tais irregularidades foram caracterizadas
pela presenca de periodos de respiragdao rapida e episodios de apneia,
acompanhados por oscilagées nos esforgos inspiratorios e expiratérios. Em repouso,
os animais SHR (n=18) apresentaram, em relagdo aos animais do grupo NT (n=18),
uma redugdo da ventilagdo pulmonar (1418+366 vs 1121+£390 ml/min/kg, P=0,0229,
Fig. 3A) associado a uma menor frequéncia respiratoria (130£21 vs 96124 bpm,
P<0,0001, Fig. 3B), sem alteracbes nos valores médios do volume corrente
(10,9+2,2 vs 11,5+2,1 ml/kg, P=0,4434, Fig. 3C). Em relagdo a taxa metabdlica, ndo
foi verificada diferenga entre os grupos (44,64+13,54 vs 61,71t 24,45 ml/kg/min,
P=0,0844, Fig. 3D). Contudo, ao relacionar a respectiva ventilagdo pulmonar com a
taxa metabdlica (Ve/VO2), notamos menores valores nos animais SHR em relagao
aos NT (31,618,4 vs 19,6+10,6; P=0,0202, Fig. 3E), indicando que os animais SHR

encontravam-se em hipoventilagao.
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Figura 2 - Registros da ventilacdo e da frequéncia respiratéria (fR)
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registro SHR, é possivel detectar varios eventos de irregularidades respiratéria, com
aumentos e reducoes da fR.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Figura 3 — Valores médios da frequéncia respiratéria (fR, A), volume corrente (V, B),
ventilagdo minuto (Ve, C), consumo de oxigénio (VO,, D) e equivalente respiratério
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(n=9) e SHR (n= 8) neonatos (P0-7) em condi¢bes de repouso. * - diferente em relacéo ao
grupo NT, P<0,05.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
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5.2 Efeitos da administragao aguda de cafeina sobre a ventilagdo pulmonar de

animais normotenso e hipertenso

Nos animais do grupo NT (n=9), a injecao de cafeina (15 mg/kg, i.p.) causou
aumentos no volume corrente (9,7£1,9 vs 12,6+1,6 ml/kg, P=0,0042, Fig. 4A) e
ventilagdo minuto (1301+366 vs 1681+ 313 ml/min/kg, P=0,0153, Fig. 4C), sem
alterar a frequéncia respiratéria (134+20 vs 133+£21 bpm, P=0,9127, Fig. 4B). Além
disso, os animais NT apresentaram um aumento do consumo de oxigénio
(44,65£13,14 vs 65,06£17,02 ml/min/kg, P=0,0350, Fig. 4D) sem altera¢gdes no
equivalente respiratério (31,6+8,4 vs 27,5+8,2, P=0,3535, Fig. 4E). Animais NT que
receberam inje¢des de veiculo (n=3) ndo apresentaram alteragbes nos parametros
avaliados (dados ndo mostrados).

Em relagédo os animais do grupo SHR (n=8), a injegao de cafeina (15 mg/kg,
i.p.) também causou aumentos no volume corrente (10,1£1,9 vs 12,412 3 ml/kg,
P=0,0026, Fig. 4A) e ventilagdo minuto (10731451 vs 1291+ 534 ml/min/kg,
P=0,0246, Fig. 4C), sem alterar a frequéncia respiratéria (103+30 vs 10131 bpm,
P=0,7049, Fig. 4B). Diferentemente dos animais NT, o consumo de oxigénio nos
animais SHR ndo se alterou apds a injecbes de cafeina (61,71+24,45 vs
58,21+23,68 ml/min/kg, P=0,7272, Fig. 4D). Da mesma forma, ndo foram
observadas modificagdes no equivalente respiratério dos animais SHR apds a
administracao de cafeina (19,6+10,6 vs 25,2+11,7, P=0,2679, Fig. 4E).



Figura 4 — Valores médios do volume corrente (Vr,

26

A), frequéncia respiratéria (fR, B),

ventilacao minuto (Ve, C), consumo de oxigénio (VO,, D) e equivalente respiratério

(Ve/VO,,E)
A 204 NT 20- SHR
* *
@ 154 CIER
=2 0,0
£ [= 3]
~ 104 ~— 101 o0
5 ™ ks * )8 °
[+]
5:: =
0- —7
Baseline Caffeine Baseline Caffeine
B 200+ NT 200- SHR
o
— 150 -g-g — 1504 © ©
£ £
o [+ S s 3 o
Bl N
1004 1004
QE ° 95 fagel O
§ 00
50+ 50=
0- —
Baseline Caffeine Baseline Caffeine
C 2500- 25001 SHR
_E 20004 ° E‘ 2000
£ 15004 °fo 2 1500 ?— }L
= 2 00s 3
% 10004 oo £ 4000
QO
= ° = go o%0o
500-= 500+
0- 0—
Baseline Caffeine Baseline Caffeine
D 120- NT 1200 SHR
= * =
E 90+ o E 90+
IV O S
3 B0+ 3 604
E ] % 2 % oes
a] o™ o
o) 4 © o) -
e 30 ° 2 30 :
0- -
Baseline Caffeine Baseline Caffeine
E 0, NT 60- SHR
o
[+
o 40 Qo oy -
S o3 S 40 o
s | 5 o]
> oo g o
204 o 204 obo P0°
2 o
o
0- 0-

Baseline Caffeine

R
Baseline Caffeine

Valores médios do volume corrente (V1, A), frequéncia respiratéria (fR, B), ventilagdo minuto
(Ve, C), consumo de oxigénio (VO,, D) e equivalente respiratério (Ve/VO,, E) de animais NT
(n=9) e SHR (n= 8) neonatos (P0-7) antes (Baseline) apods a inje¢ao de cafeina (20 mg/kg,

i.p., Caffeine). *
P<0,05.

Fonte: arquivo pessoal da autora.

- diferente em relacao aos respectivos valores antes da inje¢do de cafeina,
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5.3 Efeitos do tratamento crénico com cafeina sobre a ventilagdo pulmonar de
animais normotenso e hipertenso
A figura 5 contém tracados da ventilagdo pulmonar de animais NT e SHR

neonatos, representativos do grupo, ilustrando os efeitos do tratamento com cafeina
(15 mg/kg, s.c.) durante os primeiros 7 dias de vida pds-natal (de PO a P7).

Figura 5. Registros da ventilagado (ventilation) e da frequéncia respiratéria
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Registros da ventilagdo (ventilation) e da frequéncia respiratéria (fR) de um animal normotenso (NT) e
um animal espontaneamente hipertenso (SHR) recém-nascido (P0) e apoés 7 dias de tratamento diario
com cafeina (15 mg/kg, s.c.).

Fonte: arquivo pessoal da autora.

Em ambos os grupos experimentais, a administragcado diaria de cafeina (15
mg/kg, s.c.) durante os primeiros 7 dias de vida pds-natal ndo modificou a ventilagéo
pulmonar de repouso dos grupos NT (n=6) e SHR (n=5), quando comparado com
seus respectivos grupos NT (n=5) e SHR (n=6) tratados com veiculo (Figura 6A).
Contudo, nos animais NT, foi observado que o tratamento crénico com cafeina
causou um aumento da frequéncia respiratoria, sem modificagdes no volume
corrente (Figuras 6B e C). Por outro lado, no grupo SHR, a administragao de cafeina
por 7 dias promoveu um aumento significativo do volume corrente, sem
modificagdes na frequéncia respiratoria (Figuras 6 B e C). Tais resultados estao

descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Valores médios da ventilagao pulmonar (Ve), frequéncia respiratéria (fR) e volume
corrente (V1)

Z NT + NT + SHR + SHR +
vehicle caffeine p vehicle caffeine p
(n=5) (n=6) (n=6) (n=5)
Ve 13724126 | 1271305 | 0.7382 | 15284192 | 17441273 |(0.2778
(ml/min/kg)
fR (bpm) 152120 18615 * | 0.0003 121110 11416 0.5978
V1 (ml/kg) 9.1+£0.7 6.8+1.6 0.1130 | 12.6x1.6 15.5+2.8 * | 0.0366

Valores médios da ventilagdo pulmonar (Ve), frequéncia respiratéria (fR) e volume corrente
(Vy) de animais normotensos (NT) e espontaneamente hipertensos (SHR) tratados com
veiculo (Vehicle, NaCl 0,9%) ou cafeina (caffeine, 15 mg/kg, s.c.) durante os primeiros 7 dias
de vida pos-natal. * - diferente entre respectivos grupos veiculo e cafeina.

Fonte: arquivo pessoal da autora;

Figura 6. Valores médios da ventilagao pulmonar (Ve, painel A), frequéncia respiratéria (fR,
palnel B) e volume corrente (Vy)
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Valores médios da ventilagao pulmonar (Ve, painel A), frequéncia respiratéria (fR, painel B) e
volume corrente (V1) de animais normotensos (NT, n=5-6) e espontaneamente hipertensos
(SHR, n=5-6) tratados com veiculo (Vehicle, NaCl 0,9%) ou cafeina (caffeine, 15 mg/kg, s.c.)
durante os primeiros 7 dias de vida pés-natal. * - diferente entre respectivos grupos veiculo e
cafeina, P<0,05.

Fonte: arquivo pessoal da autora;

5.4 Efeitos do tratamento cronico com cafeina durante o periodo pés-natal
sobre parametros cardiovasculares em animais adultos.

Os animais NT tratados com cafeina (n=6) durante os primeiros 15 dias de
vida (de PO a P15) apresentaram niveis semelhantes de presséo arterial média
(1066 vs 97+11 mmHg, P=0,5140, Figura 7A) e frequéncia cardiaca (363+41 vs
389125 bpm, P=0,3094, Figura 7B) em relagéo aos animais NT tratados com veiculo
(n=5). Nos animais SHR adultos, o tratamento com cafeina durante o periodo

pés-natal (n=5) promoveu uma reducdo dos niveis de pressao arterial média
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(118+12 vs 97+17 mmHg, P=0,0221, Figura 7A), sem modificar a frequéncia

cardiaca (344120 vs 346125 bpm, P=0,9941, Figura 7B), quando comparado com o

tratamento com veiculo (n=6).

Figura 7. Valores médios da pressao arterial média (MAP, painel A) e da frequéncia

cardiaca
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Valores médios da pressao arterial média (MAP, painel A) e da frequéncia cardiaca (HR,
painel B de animais normotensos (NT, n=5-6) e espontaneamente hipertensos (SHR, n=5-6)
tratados com veiculo (Vehicle, NaCl 0,9%) ou cafeina (caffeine, 15 mg/kg, s.c.) durante os
primeiros 7 dias de vida pés-natal. * - diferente entre respectivos grupos veiculo e cafeina,

P<0,05.
Fonte: arquivo pessoal da autora.
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que em condi¢gdes de repouso, os animais SHR,
até a primeira semana de vida, apresentaram um quadro de hipoventilagdo, a qual
parece ser decorrente de uma menor frequéncia respiratoria e a presenga de
irregularidades respiratorias. As irregularidades se apresentaram como respiragdes
episodicas, ou seja, oscilagbes entre aumentos e redugao da frequéncia e esforgo
respiratorios. O quadro de hipoventilacido indica que os animais SHR neonatos
respiram abaixo da demanda metabdlica basal, sugerindo que esses animais
possam apresentar hipoxemia. Tais observagdes sao inéditas na literatura e podem
representar novos direcionamentos no entendimento da génese da hipertenséo
arterial.

Embora exista uma grande prevaléncia de individuos hipertensos no mundo,
a génese da hipertensdo ainda n&do esta totalmente compreendida. Entre as
descobertas até o presente momento, ja foi estabelecida a relacéo entre a existéncia
de modificagdes e plasticidade no funcionamento do sistema nervoso simpatico,
geragdo da hiperatividade simpatica e o desenvolvimento da HA™®. Estudos recentes
conduzidos em animais SHR, mostraram que os maiores niveis do simpatico estao
relacionados com aumento da atividade aferente dos corpusculos carotideos (uma
estrutura localizada na bifurcacdo da carétida comum e que tem como fungdo na
quimiorrecepgao ao oxigénio)??. Contudo, a desnervagao dos corpusculos carotideos
em animais SHR, e em outros modelos experimentais da HA, ndo promove a
normalizacdo da pressado arterial e da atividade simpatica, indicando que ha a
participagcdo de outros mecanismos®*®'. E relatado que os niveis elevados da
atividade simpatica em animais SH sdo observados antes do desenvolvimento da
HA, precedendo alteragbes funcionais nos quimiorreceptores periféricos e
barorreceptores arteriais®. Nessa perspectiva, os resultados obtidos neste estudo
mostram que os animais SHR apresentaram, nos primeiros dias apds o nascimento,
um estado de hipoventilagdo — situagdo que pode gerar um quadro de hipoxemia.
Em estudos prévios do laboratério, demonstramos que animais normotensos
submetidos a hipdxia intermitente pds-natal apresentaram hiperatividade simpatica e
niveis elevados da pressdo arterial na vida adulta®. Assim, as irregularidades

respiratdrias e hipoventilacdo dos animais SHR neonatos podem ser considerado
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como um fator de risco para o desenvolvimento de disfuncbes autonbmicas e
hipertensao arterial na vida adulta.

Considerando que os animais SHR nao apresentaram alteragdes no consumo
de O, em repouso, é possivel indicar que as modificagdes respiratorias nao
dependam de modificacbes na taxa metabdlica. Ademais, o fato de evidéncias
mostrarem que os mecanismos relacionados a sensibilidade ao O, nos corpusculos
carotideos em ratos (principal sensor de O, no organismo de mamiferos) sé se
encontram plenamente desenvolvidos apdés o décimo de vida pds-natal,
apresentando reduzida responsividade a hipéxia nos primeiros dias apés
nascimento®, alteracdes na sensibilidade e atividade dos corpusculos carotideos
nao parecem ser o principal mecanismo que contribua para o surgimento das
irregularidades respiratérias nos animais SHR. Essas observagbes, portanto,
sugerem que as irregularidades respiratorias observadas nesses animais tém origem
central, decorrente de alteragbes nos mecanismos neurais relacionados ao controle
da ventilacao.

Diante dessas observacdes e das evidéncias mostrando que os animais SHR
apresentam hipoperfusdo e hipdxia cerebral, especulamos que alteracbes na
sinalizagdo purinérgica, em especial aquela relacionada a adenosina, estariam
alteradas em animais SHR. A cafeina, um antagonista de receptores A1 para a
adenosina, é utilizada na pratica clinica como uma ferramenta farmacolégica para
tratamento da apneia da prematuridade, evitando quadros de hipoxemia em bebés
prematuros. A dose de cafeina utilizada nesse estudo corresponde a dose utilizada
na pratica clinica®. Como esperado, a cafeina apresentou efeitos excitatdrios sobre
a ventilagdo pulmonar, aumentando o volume corrente em ambos 0s grupos
experimentais. Tais respostas excitatérias confirmam que a adenosina, atuando
sobre seus receptores A1, tem efeitos inibitérios sobre os mecanismos de controle
da ventilagao™. Contudo, a cafeina, de forma aguda, nao foi capaz de melhorar a fR
de animais SHR, a qual permaneceu inferior a fR dos animais NT. Ademais, as
irregularidades respiratorias dos animais SHR também permaneceram apds a
administracdo de cafeina. Tais observagdes sugerem que as disfungdes no controle
da frequéncia respiratéria de animais SHR nao parecem depender de modificagdes
na sinalizagcdo adenosinérgica, ou que o tratamento agudo e sistémico nao foi a

melhor abordagem experimental para explorar tal possibilidade.
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Nesse sentido, optamos por realizar o tratamento crénico com cafeina, assim
como é€ realizado na pratica clinica para o tratamento da apneia da prematuridade.
Realizamos o tratamento durante duas semanas de vida, ou seja, de PO até P15,
pois nossos estudos mostram que as irregularidades de animais SHR estéo
presentes até a segunda semana de vida pos-natal (dados n&o publicados). Os
resultados sobre o tratamento crénico ainda sao preliminares, devido ao baixo
namero amostral (n=5 ou 6). Contudo, esses resultados preliminares mostram
efeitos distintos do tratamento crénico com cafeina sobre a ventilagcdo de animais NT
e SHR. Apesar da ventilacao nao ser diferente em relagdo aos animais tratados com
veiculo, observamos que os animais do grupo NT apresentaram um aumento
significativo na fR. Nos animais SHR, por outro lado, foi observado um aumento
significativo no V;. Os mecanismos responsaveis por essas diferengas ainda
necessitam de estudos adicionais; contudo, podemos especular que o aumento do
VT nos animais SHR teve um efeito benéfico compensatério sobre o quadro de
hipoventilagcdo pulmonar, prevenindo, pelo menos parcialmente, os quadros de
hipoxemia decorrentes das irregularidades respiratorias. Essa possivel melhora no
quadro respiratorio e oxigenagao sanguinea de animais SHR tratados com cafeina
durante o periodo pés-natal pode explicar, em partes, o efeito de reducao dos niveis
de pressao arterial, quando comparado com os animais SHR que receberam
injecdes de veiculo. As observagdes a respeito do impacto positivo do tratamento
com cafeina durante a vida pds-natal sobre o desenvolvimento da hipertensao
arterial na vida adulta estdo de acordo com nossa hipdtese, e abre novas
perspectivas para explorarmos mecanismos relacionados a génese da hipertensao

arterial essencial/neurogénica.
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7 CONCLUSAO

Esse estudo mostra que o tratamento sistémico com cafeina estimula a
respiracdo e aumenta a ventilacido pulmonar em SHRs neonatos, e que o tratamento
crébnico durante os 15 primeiros dias de vida parece ser capaz de atenuar o

desenvolvimento da hipertensao arterial em animais SHR adultos.
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ANEXO A — APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

S UN
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Campus de Araraquara

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

CERTIFICADO

Certificamos  que a  proposta intitulada “AVALIACAO  DAS
IRREGULARIDADES RESPIRATORIAS DURANTE o
DESENVOLVIMENTO POS-NATAL EM ANIMAIS ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSOS”, registrada com o n° 02/2023, sob a responsabilidade do Prof*
Dr. Daniel Breseghello Zoccal — que envolve a produgdo, manutengdo ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA em reunido de 17/02/2023.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacido | Margo/2027
Espécie/linhagem/raca | Ratos isogénicos / Holtzman e SHR

N’ de animais 40 (20 de cada)

Peso/Idade 250 a 300 g / 60 dias ¢ 200 a 250 g / 60 dias

Sexo Fémeas

Origem Biotério Central da FOAr - Campus-Araraquara ¢ Biotério

da Fisiologia da FOAr
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Prof. Dr. EWERTON GARCIA DE OLIVEIRA MIMA
Vice-Coordenador da CEUA/FOAr/UNESP

Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA
Rua Humaita n” 1.680 — Centro — CEP 14801-903 — Caixa Postal n” 331 - ARARAQUARA - 8P
5" andar — fone (16) 3301-6459 / e-mail: ceua.foar@unesp.br - home page: http://www foar.unesp.br
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Sy ":‘\\5’ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”

Certificado

Certifico que Andressa Bérbara Evangelista, portador(a) do CPF nimero 103.632.406-08, desenvolveu a
pesquisa "EFEITOS DO TRATAMENTO POS-NATAL COM CAFEINA SOBRE A VENTILACAO E
IRREGULARIDADES RESPIRATORIAS EM ANIMAIS HIPERTENSOS " no ambito do Programa Institucional
de Bolsas de Iniciagdo Cientifica da Unesp 2023/2024, na modalidade Bolsa PIBIC CNPq, no periodo de
01/09/2023 a 31/08/2024, na(o) Faculdade de Odontologia de Araraquara da Unesp, sob a supervisdo do(a)
Professor(a) Daniel Breseghello Zoccal.

Séao Paulo, 29 de agosto de 2025 ,_7ﬁ

Edson Cocchieri Botelho
Pré-Reitor de Pesquisa
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho"
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