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RESUMO

O envelhecimento do organismo feminino tem despertado interesse da
comunidade cientifica em razdo das inUmeras doencas associadas a
senescéncia deste grupo majoritario entre o crescente grupo dos idosos. A
perimenopausa caracteriza-se como um estado de transicdo da meia-idade que
leva & senescéncia reprodutiva em mulheres, e onde ha maior vulnerabilidade
ao estresse e a ansiedade, como resultado do declinio nos niveis circulantes de
esteroides ovarianos, principalmente o estrogénio. Dentre os disturbios de
ansiedade, tem-se o transtorno do panico (TP), que também pode aumentar
nesta fase da vida e caracteriza-se por maior sensibilidade ao CO2. Os neur6nios
noradrenérgicos do locus coeruleus (LC) sdo quimiossensiveis ao CO2/pH e
participam da resposta ventilatoria ao CO2. O estimulo hipercapnico deste nucleo
pode desencadear ataques de panico em humanos e camundongos; ratos, no
entanto, apresentam maior sensibilidade ao O2 como agente panicogéncio.

Estudos demonstram possivel conexdo entre as células microgliais e
ataques de panico, uma vez que as respostas pro-inflamatérias da micréglia
contribuem para a deteccao de um desequilibrio homeostatico, como a inalacdo
de CO2. Contudo, o envolvimento da microglia do LC durante a perimenopausa
em resposta a hipdxia ainda é desconhecido. Este projeto investigou a resposta
ventilatoria ao CO2 e ao Oz durante a periestropausa, e se microglia do LC é
ativada em resposta panicogénica provocada pela exposi¢cao a 7% Ox.

Os resultados deste estudo mostraram que 0s parametros respiratorios
de volume corrente (V) e ventilagao (Ve) durante hipercapnia na periestropausa,
assim como na fémea com ciclo estral regular em diestro, aumentam em relacéo
a normocapnia. No entanto, neste periodo, estes animais diminuem a frequéncia
respiratéria (fR) em exposicao ao CO2, contrariamente ao que ocorre com 0S
animais jovens. O metabolismo neste periodo nao foi alterado, a temperatura
corporal reduziu significativamente em animais jovens e 0 equivalente
respiratdrio foi menor nos animais senis comparado ao grupo jovem. Em hipdxia,
0S animais senis responderam ao estimulo reduzindo Ve e fR e aumentando Vr.
O consumo de Oz aumentou e o envelhecimento causa reducéo significativa do
metabolismo. A relacdo Ve/VO2 aumentou em ambos 0s grupos, provocando

hiperventilacdo nas fémeas senis e a temperatura corporal também reduziu em



ambos o0s grupos. O estimulo panicogénico com 7% O2 aumentou o
comportamento de freezing nos animais senis, evidenciando prevaléncia de uma
resposta ansiogénica na periestropausa. Durante esta fase de transigéo,
também se observou que fémeas senis apresentaram significativo aumento da
progesterona plasmatica.

Esse conjunto de resultados permite concluir que nesta fase de oscilagao
hormonal em fémeas, estimulos hipercapnicos e hipéxicos causam reducao da
frequéncia respiratéria e do metabolismo, bem como acentuam o

comportamento ansiolitico.
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1. INTRODUCAO
O aumento da populacdo idosa ao redor do mundo tem colocado em

destaque doencas neurodegenerativas que acompanham o envelhecimento do
ser humano, e que nos ultimos tempos ja alcancaram proporgdes epidémicas.
Segundo o relatério de envelhecimento da populagcdo mundial da Nagbes
Unidas, o numero de individuos com idade superior a 60 anos esta projetado
para aumentar de 841 milh6es em 2013 para mais de 2 bilh6es em 2050.

O envelhecimento do organismo feminino, particularmente, tem
despertado interesse da comunidade cientifica em razdo das inUmeras doencas
associadas a senescéncia deste grupo majoritario entre o crescente grupo dos
idosos. Ao longo da vida, as mulheres progridem da vida reprodutiva (pré-
menopausa) para a nao reprodutiva (p6s-menopausa) por meio de um periodo
de transicdo denominado perimenopausa (HARLOW; GASS; HALL; LOBO et al.,
2012)

E neste periodo que as mulheres experimentam varias transformacées
como: alteragbes no comprimento de seus ciclos, sintomas vasomotores,
sintomas de humor disférico, insdnia, sintomas somaticos, ansiedade, depressao
(BRINTON; YAO; YIN; MACK et al., 2015; DIAZ BRINTON, 2012; KULKARNI,
2018) e ainda, constituem grupo de alto risco para transtorno do panico (PD),
sendo este periodo, um momento de intervengdo particularmente importante
(CHEN; WANG; ZHANG; XU et al., 2020; KULKARNI, 2018)). Fémeas de ratas
Wistar de 18 meses representam o modelo experimental que melhor se
assemelha a perimenopausa em mulheres, uma vez que nesta idade estes
animais apresentam reducdo nas concentracdes plasmaticas de estrogénio e
aumento nas concentracdes plasmaticas de hormonio foliculo estimulante (FSH)
(FERREIRA; DE NICOLA; ANSELMO-FRANCI; DORNELLES, 2015; NICOLA;
LEITE; NISHIKAVA; DE CASTRO et al., 2016).

Esteroides ovarianos, principalmente estradiol e progesterona, afetam
regides encefalicas envolvidas na modulagcdo do humor e do comportamento
(MCEWEN, 1989), e as flutuacbes na secrecdo dos horménios ovarianos
modificam a neuroquimica encefalica (BARTH; VILLRINGER; SACHER, 2015;
SCHMIDT; NIEMAN; DANACEAU; ADAMS et al., 1998). Além disso, evidéncias
indicam que progesterona (Pa4), testosterona (T) e estrogénio (E2) estédo

envolvidos no controle neural da respiracédo, e ainda influenciam o quimiorreflexo



central e periférico (BEHAN; KINKEAD, 2011). Neste contexto, estudo de
Marques e colaboradores (2015) demonstram que apesar das flutuagoes
hormonais durante o ciclo estral, as respostas ventilatérias ao CO2 em ratas séo
semelhantes ao longo do ciclo; entretanto, ratas adultas ovariectomizadas (OVX)
apresentaram resposta ventilatéria hipercipnica reduzida. Além disso, a
reposicdo hormonal com E2 (10 pg/0.2 ml) ou com E2+P4 (2.5 mg/0.2 ml) em
fémeas adultas OVX nao restaurou a resposta ventilatoria hipercapnica,
sugerindo que outros fatores gonadais estdo possivelmente envolvidos nessa
resposta. A resposta ventilatoria & hipercapnia depende dos quimiorreceptores
sensiveis ao CO2/pH e podem ser classificados como periféricos (localizados
nos corpos carotideos) e centrais (localizados no sistema nervoso central; SNC).
Estes ultimos apresentam funcéo predominante na resposta ao CO2 em relacao
aos periféricos e localizam-se especificamente na superficie ventrolateral da
medula oblonga (LOESCHCKE, 1982; MITCHELL; LOESCHCKE; MASSION;
SEVERINGHAUS, 1963; SCHLAEFKE, 1981).

Vérios estudos demonstraram que 0s quimiorreceptores centrais estao
amplamente distribuidos no SNC, em diferentes areas do tronco encefalico,
incluindo o nudcleo do trato solitario, ndcleo retrotrapezéide (MULKEY;
STORNETTA; WESTON; SIMMONS et al., 2004), rafe bulbar, hipotalamo lateral
e nucleo fastigial do cerebelo (NATTIE; LI, 2002) e o locus coeruleus (LC)
(GARGAGLIONI; HARTZLER; PUTNAM, 2010).

O LC € um nucleo pontino dorsal localizado bilateralmente no assoalho
do quarto ventriculo (4V), de onde parte a maior inervacao noradrenérgica (NA)
do encéfalo e cuja atividade esta aumentada durante a periestropausa de fémeas
Wistar (NICOLA; LEITE; NISHIKAVA; DE CASTRO et al.,, 2016). Além da
regulacdo da funcéo reprodutiva, € sabido que os neurdnios deste nucleo sdo
altamente quimiossensiveis ao CO2/pH (GARGAGLIONI; HARTZLER,;
PUTNAM, 2010; VICENTE; DIAS; FONSECA; BICEGO et al., 2016). E sabido
gue mais de 80% destes neurdnios respondem a hipercapnia com aumento da
taxa de disparo (FILOSA; DEAN; PUTNAM, 2002) e uma lesdo quimica desta
regido atenua a resposta ventilatoria hipercapnica em ratos e ratas adultos néo-
anestesiados (BIANCARDI; BICEGO; ALMEIDA; GARGAGLIONI, 2008; DE
CARVALHO; PATRONE; TAXINI; BIANCARDI et al., 2014). Além dos neurénios,

as células da glia também podem ser afetadas por hipercapnia (MARQUES;



GARGAGLIONI; JOSEPH; BRETZNER; BICEGO et al., 2021). Neste estudo, 0s
autores demonstraram gque a ovariectomia promoveu ativagao microglial no LC,
indicando um estado de inflamacdo. Adicionalmente, a exposicdo ao CO:
aumentou a distancia entre as células microgliais neste nucleo, sugerindo assim
um aumento na motilidade celular nesta estrutura.

A sobrevivéncia e a fungcdo normal de um neurdnio sdo altamente
dependentes da glia e podem ser afetadas por alteracdes celulares que sao
internas a eles (ANGELOVA; BROWN, 2019; YORK; BERNIER; MACVICAR,
2018). A microglia sdo células criticas especificas do sistema nervoso que
influenciam o desenvolvimento do encéfalo, a manutencdo do ambiente neural,
a resposta a lesdes e o reparo, que durante o envelhecimento, mudam sua
morfologia e podem apresentar capacidade diminuida para suas funcdes
normais (HARRY, 2013). Silva e colaboradores (2018) demostraram que estas
células sao altamente responsivas as flutuacdes de CO2/H+, participando,
portanto, das respostas cardiorrespiratorias inerentes ao transtorno do panico.
Células microgliais (VILLA; GELOSA; CASTIGLIONI; CIMINO et al., 2018) e o
transtorno do panico (MARQUES; GARGAGLIONI; JOSEPH; BRETZNER,;
BICEGO et al., 2021) apresentam dimorfismo sexual significativo, o que permite
a estas células responder diferentemente ao mesmo estimulo, dependendo da
acao dos hormoénios sexuais ou da idade (CRAIN; NIKODEMOVA; WATTERS,
2009; 2013; LUO; CHEN, 2012; NISSEN, 2017; SOHRABJI; WILLIAMS, 2013).
Desse modo, o envelhecimento da glia pode afetar a progressao de doencas
neurodegenerativas (COHEN; TORRES, 2019; HOLTZMAN; ULRICH, 2019;
SPITTAU, 2017), além de ter um impacto significativo na viabilidade neuronal,
bem como nas proteinas que eles expressam ou mesmo no turnover de
proteinas (BROWN, 2009; VERKHRATSKY; RODRIGUEZ; PARPURA, 2014).

Embora a regido de LC esteja entre as primeiras estruturas encefalicas
comprometidas em estégios iniciais de doencas neurodegenerativas, ainda ndo
esta claro como as alteracdes na estrutura e funcdo do LC influenciam a
patogénese e a progressao dos sintomas (BETTS; KIRILINA; OTADUY; IVANOV
et al., 2019). A perda neuronal de LC acompanha o processo normal de
envelhecimento (HENEKA; NADRIGNY; REGEN; MARTINEZ-HERNANDEZ et
al., 2010; STOWELL,; SIPE; DAWES; BATCHELOR et al., 2019), contudo, esta
perda torna-se aumentada entre 50 (MATTHEWS; CHEN; ESIRI; KEENE et al.,



2002) a 60% (GERMAN; MANAYE; WHITE; WOODWARD et al.,, 1992) em
pacientes com Alzheimer, por exemplo. A funcéo noradrenérgica diminui com a
idade e pode estar subjacente ao declinio cognitivo no envelhecimento (LIU;
KIEVIT; TSVETANOV; BETTS et al., 2020; MATHER; HARLEY, 2016). O LC é
vulneravel a degeneracdo e a perda de neurbnios noradrenérgicos do LC em
humanos com envelhecimento normal é quantificAvel com imagens (LIU;
ACOSTA-CABRONERO; CARDENAS-BLANCO; LOANE et al., 2019). De fato,
as consequéncias da perda do tbnus noradrenérgico com o envelhecimento
podem ser observadas em respostas fisiolégicas, como reflexo de dilatacdo
pupilar prejudicado e déficits de atencdo, aprendizado e memdria e excitacao
(GRUDZIEN; SHAW; WEINTRAUB; BIGIO et al., 2007; JACOBS; RIPHAGEN,;
RAMAKERS; VERHEY, 2021; LIU; KIEVIT; TSVETANOV; BETTS et al., 2020;
MATHER; HARLEY, 2016). Neste contexto, O LC parece ser particularmente
propenso a neurodegeneracao e tal suscetibilidade pode ser explicada por varios
aspectos, incluindo o estresse oxidativo causado pelo metabolismo da NA, em
paralelo com a vulnerabilidade metabdlica devido a alta atividade neuronal do
LC ao longo da vida (WEINSHENKER, 2018). Em consonancia com a
degeneracgéo do LC, as concentracdes de NA sao significativamente reduzidos
nas areas alvo do LC, incluindo a amigdala e hipocampo, entre as estruturas
limbicas, bem como no hipotalamo entre as estruturas subcorticais (ARAI;
KOSAKA; [IZUKA, 1984; FARLEY; HORNYKIEWICZ, 1977).

O estrogénio (E2) contribui continuamente para 0 crescimento e
desenvolvimento do encéfalo através da regulacdo da sobrevivéncia,
diferenciacdo, proliferacdo e migracdo das células (BUSTAMANTE-
BARRIENTOS; MENDEZ-RUETTE; ORTLOFF; LUZ-CRAWFORD et al., 2021;
PINCETI; SHULTS; RAO; PAK, 2016), e estd envolvido na neurogénese
(MCCLURE; BARHA; GALEA, 2013). O declinio do estrogénio esta associado a
niveis reduzidos de fator neurotrépico derivado do encéfalo (BDNF) (CHHIBBER,;
WOODY; KARIM RUMI; SOARES et al., 2017), indicando que E2 € essencial
para manter os fatores de crescimento. Estudos em animais e humanos
demonstraram que E» melhora a atividade dos antioxidantes neuronais
(BELLANTI; MATTEO; ROLLO; DE ROSARIO et al., 2013; MOORTHY;
SHARMA; BASIR; BAQUER, 2005), protegendo assim contra doencas
neurodegenerativas (BUSTAMANTE-BARRIENTOS; MENDEZ-RUETTE;



ORTLOFF; LUZ-CRAWFORD et al., 2021). O metabolismo cerebral também &
afetado por E2. De fato, a perda de estrogénio associada a menopausa é talvez
a razao pela qual as mulheres ndo apenas correm um risco maior de doencas
neurodegenerativas do que os homens (PAGANINI-HILL; HENDERSON, 1994),
mas também experimentam um declinio cognitivo mais acelerado
(BUSTAMANTE-BARRIENTOS; MENDEZ-RUETTE; ORTLOFF; LUZ-
CRAWFORD et al., 2021).

Visto que a perimenopausa é o periodo de intensa transformacéo do
organismo feminino, com significativas variagdes hormonais de gonadotrofinas
e esteroides, em especial E2, que alteram a fisiologia dos sistemas e refletem na
qualidade de vida da mulher, sobretudo no humor, crises depressivas,
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas e episédios de panico, a
compreensdo da participacdo da micréglia do LC na resposta ventilatoria e
comportamental ao CO2 neste periodo é importante para o desenvolvimento de
novas ferramentas de intervencéo precoce.

Portanto, a hipotese deste estudo € que durante a periestropausa (PE) ha
maior resposta ventilatoria frente a desafios hipercapnicos e hipoxicos, além de
maior atividade comportamental e ativagdo microglial do LC sob hipdxia.

2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Verificar se no periodo de periestropausa a resposta ventilatoria
hipercapnica e hipoxica esta aumentada, bem como se neste periodo ha
aumento na resposta comportamental e na ativagcdo das células microgliais do
LC sob o efeito panicogéncio de ar hipdxico.
2.2. Especificos

2.2.1. Avaliar a resposta ventilatoria frente ao estimulo hipercapnico (7%
de CO2) e hipdxico (O2) em fémeas Wistar adultas com ciclo estral regular e na
fase de diestro (4 meses) e em PE (18 meses);

2.2.2 - Avaliar a resposta comportamental de fémeas Wistar adultas com
ciclo estral regular e na fase de diestro (4 meses) e em PE (18 meses);

2.2.3 - Avaliar a condigao metabdlica de fémeas Wistar adultas com ciclo

estral regular e na fase de diestro (4 meses) e em PE (18 meses), através de



medidas de temperatura corporal (Tc) e consumo de O2 durante hipercapnia e
hipdxia;

2.2.4 — Analisar a microglia dos grupos controle e expostos a agente
panicogénico (7% 0O2) de fémeas Wistar adultas com ciclo estral regular e na
fase de diestro (4 meses) e em PE (18 meses);

2.2.5 — Determinar as concentragdes plasmaticas dos esteroides
ovarianos dos grupos controle apos os desafios gasosos de fémeas Wistar
adultas com ciclo estral regular e na fase de diestro (4 meses) e em PE (18

meses).

2. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos animais foram submetidos ao Comité de Etica
no Uso de Animal da Faculdade de Ciéncias Agraria e Veterinarias de
Jaboticabal da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
UNESP e aprovados sob o protocolo CEUA: 8417/22.

Animais: Foram utilizadas fémeas Wistar nas idades de 4 e 18 meses
(n=8/experimento), fornecidas pelo Biotério Central da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba (FOA). No biotério, os animais foram mantidos em
caixas coletivas (4 animais/caixa) em estantes ventiladas, com controle de
temperatura (25 + 2°C), umidade (55 + 10%) e ciclo de luz (12/12 h - luzes acesas
as 6h), com acesso livre a agua e racao (Presence® ratos e camundongos).

O ciclo estral de todos os animais foi realizado diariamente através do
esfregaco vaginal colhido no periodo matutino (9h), para determinacdo da
regularidade do ciclo estral nos animais adultos, bem como da irregularidade do
ciclo, com a persisténcia da fase do diestro nos animais de 18 meses. O
esfregaco vaginal diério foi analisado a fresco ao microscopio 6ptico, segundo a
técnica de Long e Evans (1922) por 15 dias consecutivos, durante o terceiro e
décimo sétimo més das ratas. No estudo foram utilizados somente animais
adultos que apresentaram ciclo estral regular e ratas senis com irregularidade
estral, ou seja, que apresentaram diestro persistente durante o periodo

correspondente a trés ciclos consecutivos.



3.1. Experimento 1: Avaliacdo comportamental, metabdlica e ventilatoria de
fémeas Wistar adultas e em PE diante de desafio por CO2 ou O2

3.1.1. Determinacdo da ventilacdo (Ve) pulmonar: A Ve foi medida por

pletismografia de corpo inteiro em sistema fechado (BARTH; VILLRINGER;
SACHER, 2015; LOESCHCKE, 1982; MCEWEN, 1989), com permanéncia do
animal em camara experimental de 5L por um periodo de aclimatacdo de no
minimo 30 min, com ar ambiente. Apods interrupcédo do fluxo de ar para a camara
do animal, foram realizadas duas medidas de Ve em normocapnia, com duragao
de 100 segundos/cada em intervalos de 10 min. Em seguida, a camara foi
ventilada primeiramente com mistura de 7% CO2 e foram realizadas trés medidas
de Ve com duracdo de 100 segundos/cada em intervalos de 10 min. Apos
exposicao a hipercapnia, o animal foi submetido a 60 min de recuperacdo, com
ventilagdo de ar ambiente para o interior da camara, e duas medidas de Ve foram
realizadas aos 40 e 60 min deste periodo. A seguir, a camara foi ventilada com
mistura de 7% O:2 e foram realizadas trés medidas de Ve com duracdo de 100
segundos/cada em intervalos de 10 min. A temperatura corporal (Tc) e o
consumo de O2 (VO2) foram medidos continuamente durante todo o
experimento. Em virtude das oscila¢cdes hormonais préprias de cada fase do ciclo
estral, todos os procedimentos experimentais foram realizados com um
animal/vez até as 13 h.

Durante a realizacdo das medidas de Ve, o fluxo de ar foi interrompido e
a camara do animal permaneceu vedada por cerca de 100 segundos. Os fluxos
de entrada e saida de ar foram de 2 L. min't medidos por fluxémetro (“Mass Flow
System” - MFS, Sable Systems International, Inc, Las Vegas, EUA). Os sinais
foram detectados por transdutor de diferencial de pressao (TSD 160A, Biopac
Systems, Santa Barbara, CA - EUA) conectado a camara do animal, coletados
por amplificador (DA 100C, Biopac Systems) e direcionados a um conversor
analdgico-digital para serem digitalizados em computador equipado com
programa para aquisicdo (AcgKnowledge MP 100, BioPacSystems, Inc., Santa
Barbara, CA, EUA). Foram medidos a fR e Vr, sendo o ultimo calculado através
de foérmula (BARTH; VILLRINGER; SACHER, 2015; BIANCARDI; BICEGO;
ALMEIDA; GARGAGLIONI, 2008; DE CARVALHO; PATRONE; TAXINI;
BIANCARDI et al., 2014; LOESCHCKE, 1982).



3.1.2. Inducao de ataques de panico: O desafio de 7% de O: foi utilizado para
induzir comportamento de pénico nos animais (BATISTELA; VILELA-COSTA;
FRIAS; HERNANDES et al., 2021). Outro grupo independente de animais foi

utilizado neste experimento. Para este procedimento, o animal foi aclimatado por

30 minutos e o registro comportamental foi realizado durante 15 min, em
normocapnia. Em seguida, gas nitrogénio (N2) foi ventilado para o interior da
camara (2 L/min), por aproximadamente 2 min, até que a concentracdo de O:2
atingisse 7,6%. Imediatamente apds, uma mistura com 7% O: foi conectada a
camara para que esta concentragdo se mantivesse por 15 minutos.

3.1.3. Medidas comportamentais: Para analise das respostas comportamentais,

0s experimentos foram gravados por uma camera (Logitech, EUA) posicionada
de modo que o animal e seus movimentos fossem captados. As respostas
comportamentais analisadas que denotam ataques de péanico ao CO2 foram
descritas por Spiacci e colaboradores (SPIACCI; VILELA-COSTA; SANT'ANA;
FERNANDES et al., 2018) e foram utilizadas no presente estudo. Foram
analisados os seguintes comportamentos: numero de saltos (jump), tempo gasto
imovel (freezing), levantamento (rearing), velocidade maxima (running) e
autolimpeza (grooming). A andlise foi realizada por um experimentador
experiente e ndo conhecedor do grupo do animal. O comportamento de
congelamento evocado por CO: parece ser consistente em roedores e
provavelmente representa um comportamento defensivo associado ao medo
(WINTER; AHLBRAND; NAIK; SAH, 2017). A frequéncia de levantamento
representa o comportamento exploratério e a motivacdo para escapar
(BIAGIONI; DOS ANJOS-GARCIA; ULLAH; FISHER et al.,, 2016; GRIEBEL;
PERRAULT; SANGER, 1997; SHANSKY, 2015) e sera incluida para avaliar a
responsividade a ameaca evocada pelo O2.

3.1.4. Determinacado da taxa metabdlica: realizada pelo método de calorimetria

indireta (VO2), através da configuragdo Pull mode e sistema aberto de
respirometria (MORTOLA, 1984; PATRONE; BIANCARDI; MARQUES; BICEGO
et al.,, 2018). Para esta analise utilizou-se uma bomba do analisador de O:2
(ADInstruments®) conectada a saida da camara para controlar o fluxo de
entrada do gas na camara. O gas expirado foi seco através de uma pequena
coluna de dessecante (Drierite TM, Sigma-Aldrich) antes de passar pelo

analisador. O ar foi continuamente amostrado pelo analisador de O2 permitindo



a determinagéo do consumo pelo programa de aquisi¢éo de dados (Power-Lab
System, ADInstruments® Sidnei, Australia) e o mesmo foi calculado utilizando
férmula apropriada (PATRONE; BIANCARDI; MARQUES; BICEGO et al., 2018).

3.1.5. Medidas da Tc: a Tc foi obtida por meio da implantacdo abdominal de

sensor de temperatura datallogger (Biomark, EUA). Os mesmos foram
implantados cirurgicamente na cavidade abdominal do animal, sob sedagao com
isoflurano (5% para inducéo e 1% para manutencao). Apdés o procedimento, 0S
animais receberam inje¢cdo de antibiético (enrofloxacina, Baytril; 2,5 mg.kg-1
S.C., Bayer S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil) e analgésico (Flunixina Meglumina,
Banamine; 10 mg.kg-1), em seguida, foram colocados em caixas com &agua e
ragdo “ad libitum” e mantidos em sala com temperatura ambiente, umidade e
luminosidade controladas, por um periodo de 2 dias de recuperacdo antes dos
experimentos. Durante os experimentos, a temperatura corporal foi aferida em 2
tempos de 10 min em normocapnia e em 6 tempos de 5 min, na hipercapnia e
na hipoxia. A temperatura no interior da camara foi continuamente amostrada a
cada 5 min, durante todo o procedimento experimental (Subcue) e a temperatura
do ambiente foi mantida a 25°C.

3.1.6. Determinacdo das concentracdes plasmaticas de esteroides em fémeas

Wistar adultas e em PE: imediatamente apds o término dos desafios gasosos,

0S animais tiveram suas caudas anestesiadas com gel de cloridrato de lidocaina
5% para realizacdo de coleta sanguinea destinadas a determinacdo das
concentracbes plasmaticas de esteroides ovarianos, por ensaio

imunoenzimatico (ELISA).

3.2. Experimento 2: Avaliacdo da micréglia (Iba-1) do Locus Coeruleus de
fémeas Wistar adultas e em PE ap6s estimulo panicogénico por desafio
hipéxixo com 7% Oz

3.2.1. Perfusao transcardiaca para fixacdo do tecido cerebral

Seis horas ap6s o desafio hipéxico com 7% Oz, 0S grupos experimentais
foram perfundidos transcardiacamente. Os animais foram previamente
anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Syntec® 80 mg/Kg pc/ip) e Cloridrato
de Xilazina (Syntec® 40 mg/Kg pcl/ip) e em seguida, submetidos aos

procedimentos descritos a seguir:



Passo 1: infusdo por bomba peristéltica, de 40 mL de tampé&o fosfato salina
(PBS) a 0,01 M para a lavagem sistémica do animal (fluxo 8 mL/min, por
aproximadamente 5 min) e limpeza do encéfalo.

Passo 2: infusdo por bomba peristaltica, de 400 mL de paraformaldeido (PFA) a
4% (obtido a partir da mistura de solugcdo PBS 0,2 M e PFA 8% na proporcao
1:1) para a fixag&o do tecido cerebral, durante 50 minutos.

Passo 3. remocdo do encéfalo e manutencdo em PFA 4% overnight, em
geladeira.

Passo 4: imersdo do encéfalo em solucdo de sacarose 30% diluida em PB 0,2
M até a saturacao.

Passo 5: congelamento do encéfalo em isopentano a -50°C por 1 min e
armazenamento do mesmo a -80° C para processamento e analise posteriores.

3.2.2. Imunoistoguimica para microglia no LC:

Para quantificacdo das células microgliais da regido do LC foi realizada
imunomarcacdo da molécula-adaptadora-de ligacdo 1 (Iba-1) (MARQUES;
GARGAGLIONI; JOSEPH; BRETZNER; BICEGO et al., 2021) utilizando-se a
metodologia free-floating. Os encéfalos congelados foram cortados em criostato,
em secgdes coronais de 30 um com 4 séries contendo a regido do LC. Em
seguida, os mesmos foram armazenados em solucao crioprotetora a -20°C, até
o momento da imunomarcacdo. Uma das 4 séries foi submetida a
imunomarcacao, sendo inicialmente submetida a recuperacdo antigénica por 30
min em tampao citrato, seguido pelo bloqueio da peroxidase enddégena com H20:2
1% (30 min) e das ligacdes inespecificas com albumina 1% (BSA), por 2 h. Em
seguida, os cortes foram incubados com anticorpo Iba-1 policlonal de coelho
(1:250, Wako, Osaka, Japao) overnight, 4°C, para posterior incubacdo em IgG
anti-coelho biotinilado (1: 400, Vector) em solugdo de bloqueio por 3 h e em
complexo avidina-biotina (ABC, Vector Laboratories) a 1: 600 por 2 h. Apos
lavagens em PBS 0,01 M, as seccdes foram incubadas primeiramente com H20:2
1% (20 min) e em seguida, com o cromogeno DAB em pastilha (3,3'-
Diaminobenzidine SIGMAFAST™ DAB), por 5 min. A reacgao foi interrompida
com 4 lavagens dos cortes em solucédo de PBS 0,01 M por 5 min cada.

Os cortes foram montados em laminas gelatinizadas para microscopia e

posteriormente desidratados em bateria de alcool etilico em concentracdes



crescentes (70%, 80%, 95%, 100%) e diafanizadas em xilol, para serem
recobertas por laminula.

3.2.3. Andlise microglial: foi realizada utilizando-se microscoépio Leica (Leica DM

4000B LED) equipado com camera digital Leica (Leica DFC 450) acoplada a um
dispositivo de contraste. Foram selecionadas secc¢des sob o mesmo nivel
anatdomico (Bregma -9,96 mm conforme Paxinos e Watson, 2007) (GEORGE
PAXINOS, 2009; PAXINOS; WATSON, 2009), de cinco animais/grupo
experimental. Fotomicrografias bilaterais com ampliacdo de 200x foram
utilizadas para avaliar a densidade microglial, e a ampliacao de 400x foi utilizada
para avaliar as medidas do corpo celular e da area de arborizagao.

Os parametros analisados serdo: numero de células, densidade celular,
indice morfologico, tamanho médio do soma, area média de arborizacdo e
distancia celular mais proxima (NND), conforme descrito anteriormente
(MARQUES; GARGAGLIONI; JOSEPH; BRETZNER; BICEGO et al., 2021;
VERDONK; ROUX; FLAMANT,; FIETTE et al., 2016).

4. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS:

Inicialmente os resultados foram plotados ponto-a-ponto para verificar em
qgual tempo da exposi¢cado aconteciam alteracdes. Nesta condicédo, foi adotado o
tempo de 20 min para todos os parametros ventilatérios e metabdlicos em todos
0S grupos experimentais.

As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad
Prism (versdo 8.0 para Windows). Os dados foram avaliados quanto a
conformidade pressuposicées de homogeneidade das variancias e normalidade
dos erros estudentizados. O teste ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
seguido pelo teste de Tukey, foi realizado para parametros metabdlicos e
ventilatérios. A concentracdo plasmatica dos esteroides e as andlises
comportamentais foram realizadas utilizando teste t independente. A analise
microglial foi realizada usando o teste ANOVA bidirecional, seguido pelo teste de
Tukey. Os dados foram apresentados usando meédia £+ EPM e o nivel de
significancia estatistica usado foi de 5% (p < 0,05) para todas as analises.



5. RESULTADOS
5.1. Parametros ventilatério e metabdlico de fémeas Wistar adultas e em
periestropausa diante de desafio por CO:

As Figuras 1A-C e E mostram as medidas dos parametros ventilatérios de
fémeas Wistar adultas e em periestropausa durante normocapnia e hipercapnia
com 7% COz2 por 20 minutos. A normocapnia ndo aponta diferenca estatistica
entre jovem e senil (p=0,079) para a VE (Fig. 1A). Na condigao hipercapnica,
observa-se que Ve aumenta em ambos os grupos (p<0,001; F(1,6)=183,76) em
comparagdo com a normocapnia, contudo, ndo ha interacdo entre idade e
condigdo gasosa (p=0,074; F(1,6)=4,689). Na figura 1B, observa-se que a
hipercapnia provoca aumento da frequéncia respiratéria em ambos os grupos
(p<0,001; F(1,6)=196,59), sendo que no grupo senil, esse aumento € menor
quando comparado com o grupo jovem (p<0,01). Neste paréametro houve
interagdo entre idade e condi¢do gasosa (p=0,106; F(1,6)=3,624). O volume
corrente (Fig. 1C) também aumentou em ambos os grupos (p<0,001;
F(1,6)=171,728) sem interacédo entre idade e condicdo gasosa (p=0,091). Em
normocapnia nao houve diferenga estatistica entre os grupos (p=0.950;
F(1,6)=0.0042). Os parametros metabdlicos estdo representados nas figuras 1D
e F. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos em normocapnia durante o
consumo de O2 (p=0,954), Ve/NVO2 (p=0,923) e na temperatura corporal
(p=0,279). O consumo de oxigénio (Fig. 1D) nao revelou diferenga estatistica
entre os grupos durante estimulo hipercapnico (p=0,933), assim como na
interacdo entre idade e condicdo gasosa (p=0,986; F(1,6)= 0,000326). No
entanto, o equivalente respiratorio (Fig. 1E) e a temperatura corporal (Fig. 1F),
mostram alteragdo nesta condigdo. Em hipercapnia ha hiperventilagédo por
aumento no equivalente respiratério quando comprado a condicado ambiente em
ambos os grupos (p<0,001; F(1,6)=566,413). A temperatura corporal n&o
apresentou diferencga estatistica em ambos os grupos (ps = 0,06 e pre = 0,09).
Nao houve diferenca estatisticamente significante na interagdao entre idade e
condigao gasosa (Fig. 1E-F) na relagao Ve/VO2 (p = 0,398, F(1,6) = 0,827) e na
temperatura corporal (p = 0,883; F(1,6) = 0,0235).
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Figura 1 — (A) Ventilacdo (VE), (B) frequéncia respiratéria (fR), (C) Volume corrente (V1), (D)
Consumo de O2 (VO>), (E) Equivalente respiratorio (Ve/VO-) e (F) Temperatura corporal (Th) em
animais jovens (o) e senis (o) durante desafio hipercapnico com 7% CO2. Teste ANOVA Two way
de medidas repetidas, seguida pelo pés-teste de Tukey. 2 representa diferenca estatistica intra-
grupos (p<0,01), * representa diferenca estatistica inter-grupos (p<0,01) e ' representa interacdo
idade e condi¢do gasosa hipercapnica.

5.2. Parametros ventilatorio e metabdélico de fémeas Wistar adultas e em
periestropausa diante de desafio por Oz

A Figura 2 (A-C e E) mostra os parametros ventilatérios de fémeas Wistar
jovem e PE sob desafio com O2 por 20 minutos. N&o houve diferenca estatistica
entre o grupo jovem e PE (p =0,963) para Ve em normocapnia (Fig. 2A). No
entanto, durante o desafio hipoxico, Ve aumenta em ambos os grupos (p<0,001;
F(1,5)=76,166) (Fig. 2A); porém, ndo ha interacdo entre idade e condicdo gasosa
(p=0,204; F(1,5)=2,132). Na figura 2B, observou-se que a hipdxia causa
aumento da frequéncia respiratéria em ambos os grupos (p<0,001; F(1,5=
127,957),
F(1,5)=27,586). Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p=0,677) na

com interacdo entre idade e condicdo gasosa (p=0,003;
normocapnia. O volume corrente (Fig. 2C) ndo aumentou significativamente em
nenhum dos grupos em normocapnia (p=0,897), mas em hipoxia o grupo PE
apresentou maior V1 (p=0,017). A interacdo entre idade e condicdo gasosa foi

estatisticamente significante (p=0,034; F(1,5)=8,373).



Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos durante a normocapnia no
consumo de O2 (p=0,931), Ve/VO2 (p=0,990) e temperatura corporal (p=0,754).
O metabolismo, avaliado indiretamente pelo consumo de oxigénio (Fig. 2D),
durante a hipoxia indicou aumento no VO2 no grupo jovem (p = 0,006), enquanto
no grupo PE nao houve alteragéo (p=0,796). No entanto, o consumo de O2 no
grupo PE foi menor (p=0,012) quando comparado ao grupo jovem. Nao houve
interacao entre idade e condicao gasosa (p = 0,057; F(1,6)=5,548). O equivalente
respiratorio (Fig. 2E) e a temperatura corporal (Fig. 2F) sdo sensiveis a essa
condi¢cao. Em hipodxia, o grupo PE aumentou o equivalente respiratério (p<0,01)

bY

em relacdo a normocapnia, assim como 0s animais jovens (p<0,05), e a
temperatura corporal diminuiu em ambos os grupos (pre<0,05; ps<0,001. Nao
houve diferenca estatisticamente significante na interacdo entre idade e
condicdo gasosa para esses dois parametros (pve / VO2 = 0,420; F(1,5)=0,772 e

pT6=0,243; F(1,6)=1,674).
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Figura 2 — (A) Ventilagdo (Ve), (B) frequéncia respiratdria (fR), (C) Volume corrente (V7), (D)
Consumo de Oz (VO,), (E) Equivalente respiratorio (Ve/VO2) e Temperatura corporal (Th) em
animais jovens (o) e PE (o) durante desafio hipoxico com 7% O.. Teste ANOVA Two way de
medidas repetidas, seguida pelo pds-teste de Tukey. 2 representa diferenca estatistica intra-
grupos (p<0,05), * representa diferenca estatistica inter-grupos (p<0,01) e ' representa
interacao idade e condi¢do gasosa hipdxica.



5.3. Medidas comportamentais de fémeas Wistar adultas e em
periestropausa durante estimulo panicogénico com 7% Oz

A Figura 3 mostra o efeito da hipdxia nos comportamentos de salto,
corrida e congelamento durante o envelhecimento feminino. A analise estatistica
mostrou que os animais PE exibiram fuga horizontal (p=0,045; t(13)=2,212) e
maior duragado do comportamento de congelamento (p=0,0042; t(13)=3,468) do
gue os animais jovens. Nenhuma diferenca estatistica foi observada no nimero
de saltos (p=0,0892; t(13)=1,837) comparando o0s grupos. Durante a

normocapnia, nenhum desses comportamentos foi observado.
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Figura 3 — Medidas comportamentais em animais jovens (o) e PE (o) durante estimulo
panicogénico com 7% O2. Teste T independente. * representa diferenga estatistica inter-
grupos (p<0,05).

5.4. Concentracdes plasmaticas de esteroides

A Figura 4 mostra as concentracdes plasmaticas de E2 (A) e P4 (B) apos
o término dos protocolos experimentais para hipercapnia e hipoxia. O resultado
para E2 ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos (p=0,348;
t(20)=0,962), enquanto P4 no grupo PE foi significativamente maior (p<0,05;
t(28)=-2,294).
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Figura 4 — Niveis sanguineos de E2 e P4 em animais jovens (c) e PE (o) ap6s estimulagdo
panicogénica com 7% de Oz. Teste t independente. * representa diferenca estatistica entre os
grupos (p<0,05).

5.5. Analise da microglia dos grupos controle e expostos a agente
panicogénico (7% O2) de fémeas Wistar jovens (4 meses) e em
periestropausa (18 meses)

A seguir sdo demonstradas fotos dos cortes da regido do LC (Fig. 5)
dispostos em lamina para microscopia logo ap6s o término da imunomarcacéao
para Iba-1 (Fig. 5)

Figura 5 — Cortes da regido do LC montados em lamina gelatinizada ao término da
imunomarcacéo para Iba-1.

As fotomicrografias das células microgliais com aumento de 400x,
mostram que ha diferenca no tamanho do corpo celular e na ramificacdo destas
células em animais jovens e em PE durante normocapnia e apds 6h do estimulo

hipoxico com 7% de Oo.
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Figura 6 - (A) Representacdo dos morfotipos da microglia (adaptado de CHOI; GUO;
CORDEIRO, 2021). (B) Fotomicrografias da microglia de animais jovens e PE em
normocapnia e hipéxia. Barra de escala: 1 cm = 100 uym.




6. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que no processo de envelhecimento durante a
periestropausa ha reducdo do consumo de O:2 (hipometabolismo) por
hiperventilacdo em condi¢cdes hipoxicas. Esta fase, também é determinante
para que ocorra aumento da ventilacao por reducdo na frequéncia respiratéria
quando ha variacdo nas concentracdes gasosas tanto de CO2 quanto de Oo.
Observou-se ainda reducdo da temperatura corporal e aumento no
comportamento de freezing e no numero de corridas durante ataques de
panico induzido por 7% O2 e que a morfologia microglial 6 h apds desafio
hipoxico é significativamente alterada neste periodo.

6.1. O envelhecimento altera a resposta ventilatéria sem alterar o
metabolismo frente a hipercapnia

Assim como observado por Dominiquini-Moraes e colaboradores (2025)

em fémeas de camundongos em diestro, a hypercapnia néo altera o VO2 em
ratas ciclicas na fase de diestro e em fémeas em periestropausa.
Fémeas com ciclo regular na fase de diestro (RC) e em periestropausa (PE)
apresentam valores similares de Ve em condigces normocapnicas, assim
como demonstrado por Holley e colaboradores (2012) em fémeas de 30 e 90
dias. Diante de estimulo hipercapnico, fémeas jovens e senis aumentam
significativamente Ve, no entanto, fémeas senis aumentam aproximadamente
20% menos Ve como resultado da reducao frequéncia respiratéria comparada
ao grupo jovem e aumento do volume corrente, assim como ocorre no grupo
jovem na mesma condicao.

Da mesma forma que fémeas de camundongos na fase de diestro
submetidas a hipercapnia com 20% CO: (DOMINIQUINI-MORAES,;
BERNARDES-RIBEIRO; PATRONE; FONSECA et al., 2025), fémeas Wistar
jovens nesta fase em hipercapnia com 7% CO2 também aumentam Ve, Vr,
Ve/VO2 sem aumentar VO2. Assim como observado neste estudo, Marques e
colaboradores (2015) também demostraram que em condigdes
normocapnicas, ndo ha alteracdo na Ve, mas que em hipercapnia, fémeas
aumentam Vg, V1 e fR e Ve/VO2, com reducdo da temperatura corporal.
Segundo Preston e colaboradores (2009) mulheres na pré e pés-menopausa
nao apresentam diferenca na sensibilidade ao COz, no entanto, neste estudo

fica evidenciado que fémeas com ciclo regular e em periestropausa sao



sensiveis ao CO2, uma vez que o0s esteroides agem na plasticidade
respiratoria e no controle neural da respiragdo (HOLLEY; BEHAN;
WENNINGER, 2012) e que durante a periestropausa ha flutuacbes
hormonais, com baixas concentracbes plasmaticas de E: e altas
concentracbes plasméticas de P4 (NICOLA; FERREIRA; MATA; VILHENA-
FRANCO et al.,, 2021; NICOLA; LEITE; NISHIKAVA; DE CASTRO et al.,
2016), corroborando com o estudo de Marcouiller e colaboradores (2104), cujo
tratamento com progesterona aumentou as respostas quimiorreflexas a
hipercapnia em fémeas de camundongo adultas.

6.2. O envelhecimento altera as respostas ventilatéria e metabdlicas
frente a hipoxia

A resposta a hipéxia com 7% Oz também provoca aumento da Ve em
ambos os grupos, porém, no grupo senil esse aumento € discreto comparado
ao grupo jovem. Em condi¢cbes hipoxicas, a idade é determinante para a
reducdo da frequéncia respiratéria e aumento do volume corrente no grupo
senil, diferentemente do que acontece no grupo jovem na mesma condi¢ao,
onde hd aumento da fR sem aumentar V. Os resultados de Ve e fR de fémeas
jovens em hipoxia corroboram com Marques e colaboradores (2015) e com 0s
parametros avaliados por Wenninger e colaboradores (2009) em estudos com
fémeas Fisher 344 jovens (3-4 meses), meia-idade (12-13 meses) e senis (20
ou mais meses), durante estimulo hipercapnico (7%C0O32) e hipoxico (12%02).

Contrariamente ao descrito por Wenninger e colaboradores (2009), este
estudo aponta que a idade exerce influéncia sobre o controle respiratorio e
metabdlico em condi¢des hipoxicas, pois reduz VO2, aumenta Ve e VE/VOz,
causando hiperventilacdo, e reduz a temperatura corporal. Da mesma forma
como observado nas fémeas jovens e senis, Haouzi e colaboradores (2009),
também verificaram aumento da fR e de Ve/VO:2 durante hipdxia.

A microinjec¢do de NA provoca respostas hipotérmicas mediadas por 1-
adrenoceptores no POA rostromedial (OSAKA, 2009; 2011). Animais em PE
possuem maior atividade noradrenergica no LC e maior liberacdo de NA na
POA (NICOLA; LEITE; NISHIKAVA; DE CASTRO et al., 2016), o que causa
resposta hipotérmica menos acentuada em comparacdo as fémeas RC.
Diferentemente do observado em estudos com ratos recém-nascidos
(HICHRI; LAURIN; JULIEN; JOSEPH et al., 2012; LEFTER; MORENCY;



JOSEPH, 2007) e em desenvolvimento (BAIRAM; LUMBROSO; JOSEPH,
2013) a progesterona ndo aumenta a resposta ventilatoria hipoxica em fémeas
PE e, contrariamente ao que ocorre durante o desenvolvimento (BAIRAM;
LUMBROSO; JOSEPH, 2013) aumenta a taxa metabdlica na fase adulta de
fémeas, reduzindo-a com o envelhecimento.

6.3. O envelhecimento afeta a resposta comportamental ao panico
provocado por 7% de Oo..

O envelhecimento aumenta significativamente o nimero de corrida e o
tempo de freezing diante do estimulo panicogénico por 7% de Og,
similarmente ao observado por Spiacci e colaboradores (2018), que
demonstraram o comportamento de fuga a hipéxia em ratos. Neste estudo
verificou-se que fémeas ciclicas em diestro e em periestropausa nhao
respondem sensivelmente ao comportamento de jumping diante de desafio
hipoxico 7% Oz, como apontado nos estudos de Spiacci (2018), Batistela
(2021), Lovick (2021) e Ferreira-Sgobbi (2022), embora as fémeas ciclicas em
diestro, apresentem baixas concentracdes dos esteroides ovarianos. Além
disso, foi demostrado por Kumari e colaboradores (2020) que a hipoxia grave
(PO2 = 59 mmHg) provoca comportamento ansioso em ratos. Contudo, o
periodo de periestropausa se mostra mais responsivo aos comportamentos
ansiosos de freezing e running, uma vez que neste periodo a concentracéo
plasmatica de progesterona ainda se mantém alta (NICOLA; FERREIRA;
MATA; VILHENA-FRANCO et al., 2021), e colabora positivamente para o
aumento da ansiedade em mulheres na fase latea (NILLNI; ROHAN;
ZVOLENSKY, 2012).

6.4. Concentracbes plasméaticas de P4 x resposta ventilatéria e
metabdlica

E bem estabelecido que as concentracdes plasmaticas de P4 aumentam
significativamente e que as concentragdes de E2 comegam a reduzir durante
a periestropausa (NICOLA; FERREIRA; MATA; VILHENA-FRANCO et al.,
2021; NICOLA; LEITE; NISHIKAVA; DE CASTRO et al., 2016). A mensuragéo
das concentracOes plasmaticas destes esteroides apds estimulo hipercapnico
ou hipoxico permitem verificar que estes estimulos ndo séo capazes de alterar
estas concentragfes durante a fase do diestro em fémeas ciclicas e na fase

de periestropausa, e, portanto, ndo provocam resposta imediata sobre



nacleos hipotalamicos e as células adenohipofisarias controladoras do ciclo

ovariano.

Observa-se ainda que as altas concentracbes plasmaticas de P4 em

animais PE provocam resposta ventilatoria hipercapnica e hipdxica menos

acentuada em relagao a resposta observada em animais RC.
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