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RESUMO

A progesterona (P4) possui acdo estimulante do sistema respiratério, sendo esta agao
verificada, mediada pelo receptor de progesterona (PR). Além disso, o estradiol (E2) ¢ capaz
de induzir a formacdo de receptores de progesterona potencializando seu efeito. Existem
diferengas bioldgicas e farmacocinéticas entre a P4 natural e a sintética (PS) devido as
diferentes formulas quimicas, apesar dessas diferencas, a PS também ¢é capaz de atuar com agao
estimulante no sistema respiratorio. Straus et al. em 2010 demonstraram a recuperagdo parcial
da quimiossensibilidade em duas mulheres com a Sindrome da Hipoventilagdo Central
Congénita (CCHS) que fizeram uso da PS desogestrel. Assim, a P4 natural e sintética possuem
acdo no sistema respiratério. O trabalho de Straus et al. teve grande relevancia por demonstrar
a PS como uma possivel medida de tratamento para a CCHS, sindrome causada por uma
mutagdo no gene PHOX2B, caracterizada por hipoventilacdo central devido a respostas
ventilatorias reduzidas ou ausentes a hipercapnia. No entanto, o estudo sobre os efeitos da P4 e
da PS em animais in vivo ndo anestesiados ainda sdo escassos. Dessa maneira, a nossa hipdtese
¢ de que a reposicao hormonal com P4 ou PS aumente a resposta ventilatoria a hipercapnia.
Obtivemos medidas ventilatorias por pletismografia de corpo inteiro em quatro condi¢des com
oscilagdes de progesterona: durante o ciclo estral, pseudoprenhez, reposicdo da P4 em animais
ovariectomizados € com o uso da PS ETOnogestrel (ETO), metabolito do desogestrel. Nossos
resultados mostraram que o aumento endogeno da P4 nao pode alterar a resposta ventilatoria.
No entanto, em ratas ovariectomizadas com reposi¢do da P4 ¢ E2 (%VE 309,9£19,6) e em ratas
intactas com a reposicio de ETO e E2 (%VE 294,8+17,7) ocorreu um aumento da resposta
ventilatoria a hipercapnia (p < 0,05), sugerindo que ambas as substituigdes hormonais modulam

uma resposta excitatoria dos ajustes respiratorios a hipercapnia.

Palavras-chave: progesterona; progestina; quimiorrecep¢ao central; controle respiratorio;

ventilagao.



ABSTRACT

Progesterone (P4) has a stimulating action on the respiratory system, and this action is
verified, mediated by the progesterone receptor. In addition, estradiol (E2) is able to induce the
formation of progesterone receptors, enhancing its effect. There are biological and
pharmacokinetic differences between natural and synthetic (PS) P4 due to the different
chemical formulas, despite these differences, PS is also capable of acting with a stimulating
action on the respiratory system. Straus et al. in 2010 demonstrated partial recovery of
chemosensitivity in two women with Congenital Central Hypoventilation Syndrome (CCHS)
who used desogestrel a PS. Thus, natural and synthetic P4 have an action on the respiratory
system. The study by Straus et al. was of great relevance because it demonstrated PS as a
possible treatment measure for CCHS, a syndrome caused by a mutation in the PHOX2B gene,
characterized by central hypoventilation due to reduced or absent ventilatory responses to
hypercapnia. However, studies on the effects of P4 and PS on non-anesthetized in vivo animals
are still scarce. Thus, our hypothesis is that hormone replacement with P4 or PS increases the
ventilatory response to hypercapnia. Ventilatory measures were obtained by whole-body
plethysmography in four conditions with progesterone oscillations: during the estrous cycle,
pseudopregnancy, P4 replacement in ovariectomized animals, and with the use of PS
ETOnogestrel (ETO), a metabolite of desogestrel. Our results showed that endogenous increase
in P4 cannot alter the ventilatory response. However, in ovariectomized rats with P4 and E2
replacement (%VE 309.9£19.6) and in intact rats with ETO and E2 replacement (%VE
294.8+17.7) there was an increase in the ventilatory response to hypercapnia (p < 0.05),
suggesting that both hormone replacements modulate an excitatory response of respiratory

adjustments to hypercapnia.

Keywords: progesterone; progestin; central chemoreception; respiratory control; ventilation.
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1. INTRODUCAO
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1. JUSTIFICATIVA

O sistema respiratorio € responsavel primariamente pela troca gasosa, levando o
oxigénio atmosférico e tornando-o disponivel para as células do organismo (Greer; Funk, 2016).
Este sistema de controle respiratorio ¢ complexo e robusto, capaz de gerar e manter o ritmo
respiratorio e alterar seu padrao para atender as diferentes demandas do organismo e a diferentes
estimulos. Sugerido como um potencial estimulante respiratorio, o horménio progesterona (P4)
foi reconhecido e estudado por seus efeitos no controle neural da respira¢dao (Bayliss et al.,
1987; Bayliss; Millhorn, 1992; Machida, 1981). Os efeitos da P4 foram reportados pela primeira
vez em 1905, Hasselbalch; Gammeltoft (1915) relacionaram os efeitos da hiperventilacdo com
as alteracdes hormonais ao notarem a reducdo da PaCO; durante a fase lutea e a gravidez.
Machida et al. (1981), reforgaram os achados anteriores demonstrando a relagdo inversa entre
a PaCO; e a concentragdo plasmatica de progesterona em mulheres (Machida, 1981). Essas
evidéncias apontaram para a P4 como um potencial hormonio capaz de estimular a resposta
ventilatoria ao CO», possibilitando a restauragdo da quimiossensibilidade ao CO2/pH. Dessa
maneira, a nossa hipétese ¢ de que o aumento das concentragdes de P4 de maneira endogena e
a P4 aplicada, exdgena, sdo capazes de aumentar a resposta ventilatoria a hipercapnia.

Existem diferencas biologicas e farmacocinéticas entre a progesterona natural e a
sintética (PS) devido as diferentes férmulas quimicas. Apesar da PS ndo possuir efeito
neuroprotetor como a progesterona, esta nao sofre efeitos de primeira passagem e possui baixa
afinidade com a globulina de ligacdo (Schindler et al., 2003). Na literatura foi demonstrado que,
a medroxiprogesterona, um analogo da progesterona, aumentou a ventilagdo em resposta a
hipercapnia e hipoxia (Dempsey; Olson JR.; Skatrud, 2011; Zwillich et al., 1978). Além disso,
Straus et al. em 2010 demonstraram a recuperagdo parcial da quimiossensibilidade em duas
mulheres com a sindrome de Ondina que fizeram uso do contraceptivo desogestrel (Straus et
al., 2010).

A Sindrome da Hipoventilagao Central Congénita (CCHS), conhecida como a sindrome
de Ondine, ¢ uma condigdo caracterizada pela anormalidade do controle automatico da
ventilagdo pelo Sistema Nervoso Central (SNC) sem alteragdes pulmonares, cardiovasculares,
neuroldgicas ou musculares (Trang et al., 2020; Weese-Mayer et al., 1993). Esta ¢ causada
tipicamente por uma mutagao no gene PHOX2B que codifica um fator de transcri¢do expresso
em neurdnios centrais e periféricos envolvidos na quimiorrecepgao respiratoria (Amiel et al.,
2003). Durante o estado de vigilia, a ventilacdo do paciente, embora ainda comprometida, ¢

adequada, enquanto que durante o sono ¢ caracterizado por hipoventilagdo e apnéia severa,


https://www.zotero.org/google-docs/?PMDfjO
https://www.zotero.org/google-docs/?OfxHEc
https://www.zotero.org/google-docs/?OfxHEc
https://www.zotero.org/google-docs/?bkeQnV
https://www.zotero.org/google-docs/?5NMnfW
https://www.zotero.org/google-docs/?0gEHuA
https://www.zotero.org/google-docs/?XajL6c
https://www.zotero.org/google-docs/?XajL6c
https://www.zotero.org/google-docs/?hww3FW
https://www.zotero.org/google-docs/?swCJxw
https://www.zotero.org/google-docs/?swCJxw
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requerendo muitas vezes, intervengao com ventilagado mecanica que se deve a impossibilidade
de realizar movimentos ritmicos involuntérios durante a respiragdo (Trang et al., 2020).

Dessa forma, o aumento demonstrado da resposta ventilatoria a hipercapnia com o uso
da progestina, restabelecendo parcialmente a quimiorrecepg¢ao ao CO», em mulheres com a
sindrome de Ondine, sugeriu o contraceptivo como um possivel tratamento promissor. A nossa
segunda hipdtese ¢ de que a progestina sozinha e combinada com o estradiol possa causar

alteracdo da resposta ventilatoria, indicando uma combinagd@o excitatoria.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Respiracao

Responsavel primariamente pela troca gasosa, o sistema respiratorio torna o oxigénio
atmosférico disponivel para as células do organismo. Fung¢des como fonagdo, defesa
imunologica pulmonar, controle acido-base e manuten¢do do metabolismo, também sao
exercidas pelo sistema respiratorio, tornando-o um sistema crucial para manutencdo da
homeostase (Del Negro; Funk; Feldman, 2018; Greer; Funk, 2016). Os elementos necessarios
para que a respiracdo ocorra podem ser divididos em trés grupos: elementos sensores, centro
integrativo e efetores. Elementos sensores sdo responsaveis por monitorar varidveis relevantes
para o sistema respiratorio, tais como quimiossensores € mecano-sensores, € enviar as
informagdes até o centro integrativo (Greer; Funk, 2016). O centro integrativo permite
adaptagdes as mudangas no metabolismo, ambiente e as demandas do comportamento, ¢ uma
complexa rede de integragdo localizada no SNC (Ramirez; Baertsch, 2018). Os musculos
respiratorios atuam como elementos efetores, ou seja, recebem informagdes eferentes motoras
e executam tais informagdes (Greer; Funk, 2016).

O monitoramento dos niveis dos gases € essencial para que os sistemas permanecam em
homeostase, sensores especificos sdo responsaveis pela percepgdo e resposta as variagdes dos
niveis de oxigénio (0,), didxido de carbono (CO2) e hidrogénio (H"). Os quimiorreceptores
periféricos sdo responsaveis pela deteccao de alteracdes dos gases no sangue e estao localizados
no corpo carotideo e aortico, possuem células especializadas e sensiveis, Glomus ou tipo I,
capazes de reconhecer principalmente baixa pressdo parcial arterial de O> (PaO.) (Labhiri et al.,
2006). Existem duas hipdteses com suporte literdrio sobre como ocorre a resposta das células
glomus. A primeira ¢ a hipdtese mitocondrial, onde a queda da PaO; leva a despolarizagdo da
membrana mitocondrial e a liberagdo de calcio do complexo mitocondria-reticulo
endoplasmatico. A segunda, baixos niveis de O, inibem a ativagdo de canais para potassio (K)
sensiveis ao O alterando o potencial de membrana e estimulando a abertura dos canais para
calcio (Ca*") que atuam estimulando a liberagdo de neurotransmissores, sendo os principais a
acetilcolina e adenosina trifosfato (ATP). Esses sensores enviam informagdes através de
sinapses excitatorias para regides de controle central respiratorio, principalmente para a regido
caudal do Nucleo do Trato Solitario (NTS) (Jiaetal., 2022; Zoccal et al., 2014) e como feedback

a ventilagdo aumenta, restaurando a PaO> com intuito de manter a homeostase.
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Os quimiorreceptores centrais também sao capazes de responder as alteracdes da PaCO»
(Greer; Funk, 2016). Tem sido reportada na literatura a identificagdo de diversos locus
responsaveis pela quimiorrecepcdo ao CO; que parecem funcionar de maneira dependente do
estado de sono e vigilia e do desenvolvimento com a mudanga da idade. Com as evidéncias ¢
possivel citar os locus: NTS, hipotdlamo lateral, rafe, Locus Ceruleus (LC) e Nucleo
Retrotrapezoide (RTN) (Gargaglioni; Hartzler; Putnam, 2010; Iceman; Richerson; Harris,
2013; Nattie, 2001). Entretanto, o RTN se destaca e parece ser o maior responsavel pela geracao
da resposta a hipercapnia. Os neurdnios do RTN sdo capazes de aumentar sua taxa de disparo
em resposta ao aumento da PaCO», sdo sensiveis a acidifica¢do, possuem projegoes para areas
importantes para o controle neural da respiragdo, além de que, a inibi¢do por optogenética do
RTN promove redugdo significativa da resposta a inalacdo do CO> (Janes et al., 2024)

A quimiorrecep¢ao no RTN ocorre através de células especializadas no reconhecimento
da pressao parcial de dioxido de carbono (PCOz) e das concentracdes de ions de hidrogénio
(pH). O CO:z se difunde através da barreira hematoencefalica dentro do fluido cerebroespinhal,
a hidrata¢io e ionizacdo do gas faz com que ocorra um aumento das concentragdes dos ions H"
no fluido cerebrospinal causando uma reducdo do pH. Uma hipdtese para a forma como ocorre
a estimulagdo dos quimiorreceptores centrais no RTN ¢ a de que este nuicleo possui canais para
K" sensiveis a alteragdo do pH, assim, devido as altera¢des das concentragdes dos ions HY,
ocorre a abertura dos canais para K" gerando a despolarizagio celular e consequentemente
liberagdo de ATP. Dessa maneira, o aumento da PCO; leva como compensa¢do a um aumento
da ventilacdo. A resposta ventilatéria ao CO; reduz com o passar do tempo devido a excre¢ao
renal de bicarbonato que reduz os ions H" e consequentemente a ativagio dos quimiorreceptores
centrais. Importante mencionar que apesar da localizacdo anatomica distinta dos
quimiorreceptores centrais e periféricos, hd evidéncias que sugerem uma interagao sinérgica
destes quimiorreceptores, no qual, a sensibilidade dos centrais pode ser alterada pelas aferéncias
dos periféricos (Greer; Funk, 2016).

O centro integrativo localizado no tronco encefalico produz as trés fases respiratérias:
fase inspiratoria, fase pds-inspiratoria e expiragao tardia (Ramirez; Baertsch, 2018; Smith et al.,
2009). A variacdo e ajuste dessas trés fases permite inspiracdo, a vocalizacdo, a fala e a
expiracdo ativa em casos de aumento da demanda ventilatéria (Ramirez; Baertsch, 2018). A
respiracao € composta por ritmo e padrao que se diferenciam entre si. A frequéncia respiratoria,
em geral, ¢ controlada pelos neuronios geradores de ritmo, enquanto que, o volume corrente, a
ativagdo das vias aéreas superiores ¢ de musculos ¢ controlada pelos geradores do padrao

respiratorio (Ramirez; Baertsch, 2018). A Coluna Ventral Respiratéria (VRC), localizada no
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bulbo, ¢ considerada a fonte para a geracao do ritmo e padrao respiratorio, esta ¢ composta por
quatro subnucleos distintos: Complexo pré-Botzinger (pré-BotC); Complexo Botzinger (BotC);
Grupo Respiratorio Ventral Rostral (rVRG); e Grupo Respiratorio Ventral Caudal (cVRG)
(Smith et al., 1991, 2007).

A inspiragdo ocorre devido a atividade de neurdnios geradores de ritmo localizados na
VRC, no complexo pré-BotC (Feldman; Del Negro; Gray, 2013; Smith et al., 1991). Dois
critérios sao necessario para o estabelecimento de uma area geradora de ritmo: 1) ativacao de
um neurdénio ou um grupo de neurdnio em fase com o ritmo e 2) o(s) neurdnio(s) precisam
modificar o ritmo de uma maneira fase-dependente em resposta a um estimulo (Ramirez;
Baertsch, 2018). Os neuronios do pré-BotC expressam receptores neurokinina-1, p-opioide e
somatostatina (SST), a caracteristica de geracao do ritmo advém de propriedades intrinsecas da
membrana dos neurdnios, tendo como alvo principal os neurdnios glutamatérgicos que
expressam neurokinina-1 (Lumb; Horner, 2013).

A inspiracdo ocorre de maneira ativa recrutando musculos para a sua efetivacao,
enquanto que, no padrao eupneico, a expiracao ocorre de forma passiva na fase pds-inspiratoria
e na expiracdo tardia (Smith et al., 2013). Considerando que os neurdénios do pré-BotC
promovem a inspiragdo através da sua atividade ritmogeénica, seria necessaria a ocorréncia da
inibicao desses neurdnios para haver o relaxamento da musculatura inspiratoria e consequente
saida do ar. O complexo B6tC ¢ composto predominantemente por neurdnios glicinérgicos que
exercem atividade inibitoria (Ezure; Tanaka; Kondo, 2003; Feldman; Del Negro; Gray, 2013).
Dessa maneira, evidéncias apontam que os neurdnios do BotC responséaveis pelo aumento da
expiracdo (E-AUG) exercem extensa inibigdo dos neurdnios inspiratorios (Ezure; Tanaka;
Kondo, 2003). Apesar de nao haver evidéncias na literatura que que o B6tC promove inputs
excitatorios para motoneurdnios expiratorios ou que sao ritmogénicos, a sua atividade parece
estar atrelada a expiracdo (Janczewski; Feldman, 2006). O pré-BotC ainda parece ser controlado
por multiplos drives excitatorios da ponte, RTN e Rafe (Smith et al., 2007), assim, os inputs
pontinos modulam o padrdo respiratorio. A regido pontina da respira¢ao inclui ainda o nucleo
Kélliker-Fuse (KF) e o complexo parabraquial (PB) na area dorsolateral, além de outras areas
da ponte ventrolateral (Alheid; Milsom; McCrimmon, 2004).

Outra area que possui caracteristica ritmogénica, agora para a expiracao ativa, ¢ o niicleo
parafacial (pFRG) (Feldman; Mitchell; Nattie, 2003). Em situacdes de aumento da demanda
ventilatoria a expiragdo se torna ativa recrutando a musculatura abdominal (Leirao et al., 2018;
Pagliardini et al., 2011). A atividade dos neurdnios do pFRG foi identificada quando o gerador

do ritmo respiratorio foi deprimido por um agonista p-opioide e a atividade expiratoria
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permaneceu operacional (Janczewski; Feldman, 2006), assim, esses neuronios também sao
capazes de gerar ritmo. Dessa forma, a proposta € de que o pFRG interaja com o pré-BotC para
gerar um padrdo coordenado de atividade inspiratoria e expiratdria ativa.

Os elementos efetores recebem informacgdes do centro integrativo para exercer a fungao
da troca gasosa. Os movimentos que possibilitam a circulagao do ar no sistema respiratorio sao
gerados e regulados pelos musculos respiratorios, com destaque para o diafragma, principal
musculo inspiratorio. As alteragdes de volume da caixa toracica devido a agdo da musculatura
geram as diferencas de pressao que possibilitam o fluxo de ar. (Lumb; Horner, 2013). Os nervos
motores respiratorios eferentes permitem a ativacdo muscular. O nervo frénico inerva o
diafragma e seu nucleo motor esta localizado na porgao cervical da medula espinhal (C3-C6).
Os nervos hipoglosso ¢ laringeo, os quais t€ém seus nucleos localizados respectivamente na
porcdo dorsal do bulbo e corpos celulares localizados no ntcleo ambiguo, sdo responsaveis
respectivamente pela inervacdo da musculatura da lingua e da laringe, tanto a abdutora
(cricoaritenoide) quanto adutora (tireoaritendideo). A musculatura do abdome ¢ inervada pelos
nervos motores cujos nucleos se localizam na regido téraco lombar (T4-L3) da medula espinhal
e a inervagdo dos musculos intercostais ocorre pelos nervos motores que estdo localizados nos
nulcleos da regido toracica (T1-T12) (Bianchi; Denavit-Saubié; Champagnat, 1995).

Trés categorias de receptores sdo tipicamente identificados abaixo da laringe: fibras
aferentes adaptadoras de estiramento lentas (SAR), rapidas (RAR) e fibras C.
Mecanorreceptores pulmonares e das vias respiratdrias sdo inervados por fibras aferentes
mielinizadas, de rapida condugdo. Sdo sensiveis aos aspectos estaticos e dindmicos do volume
pulmonar e pressao transmural. As SAR sdo comumente ativadas pela inflagdo pulmonar,
enquanto que as RAR sao ativadas normalmente por inalagdo de substancias irritantes. As fibras
C nao sao mielinizadas e sdo ativadas por deformag¢dao mecanica, estimulo quimico, aumento
de fluido intersticial ou aumento de temperatura (Kubin et al., 2006). Os reflexos dos
mecanorreceptores sao importantes para a protecdo das vias aéreas e manuten¢do do tonus
durante o sono. As aferéncias terminam principalmente nas por¢des medial e caudal do NTS.

Dessa maneira, os trés elementos: sensores, centro integrativo e efetores, sdo capazes de
gerar a respiracdo. A ativagdo dos musculos intercostais externos, escaleno e paraesternal,
contracdo diafragmatica e consequente aumento do volume da cavidade tordcica permite a
intensa entrada do ar pelas vias aéreas. Inicialmente o ar € filtrado, aquecido e umidificado,
passa pela traquéia que se divide em bronquio principal esquerdo e direito que se ramificam
sucessivamente da zona condutora até as zonas transicionais e respiratorias onde se encontram

os sacos alveolares que acarretam a reducdo da velocidade do ar em fungdo do niimero de
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ramificacdes. Os vasos sanguineos acompanham as ramificagdes no interior do pulmao e os
capilares permitem a passagem de apenas um eritrocito se tornando um sistema extremamente
eficiente para realizar as trocas gasosas. Assim, o ar ¢ levado para o interior dos pulmdes, onde

as trocas gasosas ocorrem por processo de difusdo, e entdo ¢ expelido pelas mesmas vias.

2.2 Progesterona

Sintetizados nas génadas, glandula adrenal, placenta, gordura abdominal subcutanea e
no SNC (neuroesteroides), os hormodnios esterdides sdo liberados no sistema circulatorio
(Birzniece et al., 2006). Cortisol, testosterona, estrogénio e progesterona estdo presentes em
machos e fémeas (Behan; Kinkead, 2011). Entretanto, foi demonstrado que dentre os
hormonios, a progesterona foi a unica com acdo estimulante do sistema respiratorio, sendo esta
acdo verificada, mediada pelo receptor de progesterona (PR) (Bayliss et al., 1987; Bayliss;
Millhorn, 1992; Dempsey; Olson Jr.; Skatrud, 2011). A progesterona exerce seus efeitos em
diversos sistemas no corpo humano. No sistema reprodutor femminino participa do ciclo
menstrual e mantém a gestacdo por meio de seus efeitos antiestrogénico e antiandrogénico; Nos
ossos tem efeito estimulatorio na secre¢do de calcitonina; No SNC possui efeito neuroprotetor
por mecanismos imediatos e de longo prazo; Além dos efeitos em diversos outros sistemas, a
caracteristica lipofilica dos esterdides permite que estes tenham 4gil acesso as células do
organismo e atravessem a barreira hematoencefalica acessando populagdes neuronais de areas
responsaveis pela respiragdo (Bayliss; Millhorn, 1992).

O efeito da progesterona nos sistemas bioldgicos pode ocorrer de maneira gendmica e
ndo genomica (Boukari; Marcouiller; Joseph, 2015). Os efeitos da progesterona, de maneira
genOmica, ocorrem através da via classica de sinalizagdo mediada pelos receptores nucleares
de progesterona (nPR) (nPR-A, nPR-B entre outros), as suas isoformas possuem diferentes
promotores para gerar subclasses distintas de 4cidos ribonucleicos mensageiros (mRNAs).
Estes receptores estdo localizados em nucleos hipotalamicos, em 4reas envolvidas no controle
respiratorio como NTS, nervo vago, nervo hipoglosso e locus ceruleus e também nos corpos
carotideos de ratos (Brinton et al., 2008; Helena et al., 2006; Romeo; Bellani; McEwen, 2005).
A molécula lipofilica se difunde através da membrana celular e nuclear para se ligar aos
receptores. Apos a ligagdo aos nPR, ocorrem mudangas conformacionais e subsequentemente
a ligacdo ao gene regulatorio para iniciar a transcri¢do de genes responsivos a progesterona.
Numerosos fatores de transcrigdo (AP1, SP1, STATs) estdao envolvidos na agdo do PR. A

progesterona pode ainda exercer seus efeitos através da via nao classica que pode depender ou
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nao de regulagdo genodmica e transcricional (Boukari; Marcouiller; Joseph, 2015; Garg et al.,
2017).

As vias ndo classicas de acdo da progesterona (Figura 1) podem ser divididas em acao
através de: 1 receptores de membrana; 2 fatores de crescimento intracelular; 3 c-SRC/MAPK;
4 PI3K/AKT; integracdo de sinais endocrinos € mecanicos. A agdo neuroprotetora parece
ocorrer pela via ndo classica por receptores de membrana para progesterona, estes receptores
sdo encontrados no tutero, ovarios, figado, intestino e SNC (Garg et al., 2017). Cinco tipos
distintos de receptores membranares foram reportados na literatura (mPRa, mPRf, mPR
mPR& and mPRE) (Singh; Su; Ng, 2013). A ligacdo da molécula a esses receptores ativa a
proteina intracelular Gi inibindo cAMP para ativar MAPK o que ativa as proteinas quinases
(Erkl e Erk2). mPRa estd expresso predominantemente em tecidos reprodutivos € mPRf no
cérebro, entretanto, evidéncias apontam que os receptores tanto mPRa quanto mPRP sdo
expressos na parte dorsal no tronco encefalico a nivel do NTS (Boukari; Marcouiller; Joseph,
2015). Especificamente o receptor membranar mPRf3, em camundongos, ¢ importante para o

quimiorreflexo (Boukari et al., 2016).
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Figura 1. Esquema para as vias de sinalizacio da progesterona
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Figura 1. Esquema para as vias de sinaliza¢do da progesterona adaptado de (Garg et al., 2017).

O hormonio progesterona tem sido reconhecido e estudado por seus efeitos no controle
neural da respiracdo desde 1905. Foi reportada na literatura a relagdo da hiperventilagdo com
as alteracdes hormonais ao notarem a redugdo da PaCO, durante a fase lutea e a gravidez
(Hasselbalch; Gammeltoft, 1915). Machida et al., refor¢ou os achados anteriores demonstrando
em 1981 a relagdo inversa entre a PaCO> e a concentragdo plasmatica de progesterona em
mulheres. A progesterona também exerceu efeito critico na ventilagdo de outras espécies
adultas, agindo no SNC (Bayliss et al., 1987; Bayliss; Cidlowski; Millhorn, 1990) e nos
receptores periféricos (Hannhart; Pickett; Moore, 1990; Joseph; Niane; Bairam, 2012). As
mudancas durante a gestacao exigem adaptacdes, entre elas, no sistema de controle respiratorio.
Foi observado em mulheres gravidas, similar & fase lutea, uma hiperventilagdo (Jensen; Ofir;
O’donnell, 2009.). Dentre as variagdes estdo, o aumento da ventilacdo por minuto no inicio da
gestacdo, a diminui¢do da PaCO> ao longo do processo de desenvolvimento gestacional e
aumento da resposta ventilatdria frente as situagdes de hipdxia e hipercapnia. Um possivel fator
para explicar tais alteragdes seria o aumento da resposta quimiorreflexa central ao CO2 (Beran;

Kinkead, 2011). Em acordo com as evidéncias da hiperventilagdo durante a fase lutea e durante
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a gestagdo e o desaparecimento da hiperventilagdo durante a p6s menopausa, os hormonios
gonadais surgem como potenciais interventores sobre o sistema respiratorio. Dentre os
hormdnios gonadais capazes de atuar sobre o sistema respiratério a progesterona possui maior
relevancia, uma vez que € possivel encontrar na literatura evidéncias da sua acao estimulante
sobre o sistema respiratorio.

Importante notar que durante a gestagdo ocorre atenuacao da PCO; arterial e do liquido
cefalorraquidiano e aumento da PO arterial, favorecendo a “desativagdo” dos
quimiorreceptores (Milne, 1979). Sugere-se entdo que o aumento da ventilagdo durante a
gestacdo se deve a acdo central da progesterona. Evidéncias sugerem que os niveis elevados de
progesterona durante a gesta¢do sdo capazes de induzir modificagcdes nos receptores acido
gama-aminobutirico A (GABAa) (Maguire et al., 2009), devido a abundancia desses receptores
nos nucleos respiratorios, como o complexo pré-BotC, o grupo rVRG e cVRG, a ventilagdo
poderia ser afetada. Devido ao envolvimento dos receptores GABA na inibicao reciproca para
geracdo do ritmo respiratorio, a explicagdo para o aumento da resposta ventilatéria, seria da
modulagdo desses receptores fazendo com que ocorra um aumento da atividade do nervo frénico
(Beran; Kinkead, 2011).

Ademais, existem diferengas bioldgicas e farmacocinéticas entre a progesterona natural
e a sintética (PS) devido as diferentes formulas quimicas. Apesar da PS nao possuir efeito
protetor, esta ndo sofre efeitos de primeira passagem, possui baixa afinidade com a globulina
de ligacdo (Schindler et al., 2003). Na literatura, a medroxiprogesterona, um analogo da
progesterona, aumentou a ventilagdo em resposta a hipercapnia e hipdxia (Dempsey; Olson Jr.;
Skatrud, 2011; Skatrud; Dempsey; Kaiser, 1978; Zwillich et al., 1978)). O aumento
demonstrado da resposta ventilatéria a hipercapnia, restabelecendo parcialmente a
quimiorrecepgao ao CO2, em mulheres com a sindrome de Ondine, sugeriu o contraceptivo
como um possivel tratamento promissor (Straus et al., 2010).

O Desogestrel ¢ uma pro6 droga sintética que possui maior afinidade pelos receptores de
progesterona do que o proprio hormonio (Cardani et al., 2018). Sua configuragao permite alta
atividade progesteronica e baixos efeitos androgénicos e estrogénicos. Experimentos em
animais in vitro demonstraram a seletividade desta progestina, o que significa que sua
disponibilidade ¢ maior para o alvo especifico gerando o efeito desejado. O desogestrel ¢
completamente metabolizado e sua biodisponibilidade ¢ de 76%, com pico de concentracdao
alcangado em 1,15h. 32% se liga a globulina ligadora de hormodnios sexuais (SHBG), 66% a
albumina e 2% permanecem livres, enquanto que a progesterona possui intenso metabolismo

de primeira passagem e ndo ¢ bem absorvida em sua forma cristalina.
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A maior afinidade poderia acentuar o efeito do aumento da ventilagao, sendo capaz de
modificar o padrao ventilatorio para mulheres com a sindrome de ondine. O metabdlito ativo
do desogestrel, ETOnogestrel, ¢ uma progestina que tem sido utilizado por mulheres como
contraceptivo oral por muitos anos (Bennink, 2020). Estudos anteriores o apontam como
provavel responsavel pelo efeito estimulatério na ventilagdo, possivelmente devido a sua
estimulacdo de areas da ponte e suprabulbares ricas em receptores de progesterona (Cardani et
al. 2022). Assim, buscamos avaliar os efeitos do ETOnogestrel na ventilacdo de ratas Wistar
com intuito de elucidar o efeito da progestina.

Outra questdao a ser considerada ¢ que o estradiol ¢ capaz de induzir a formagao de
receptores de progesterona potencializando seu efeito (Brodeur et al., 1986). Na literatura ¢
mostrado que a combinagao do estradiol e da progesterona ¢ capaz também de reduzir a sintese
de dopamina nos quimiorreceptores periféricos abolindo a inibi¢do dopaminérgica na
respiragdo mediada por receptores de dopamina D2 (Joseph et al., 2002). Além disso, a
imunohistoquimica realizada no nosso laboratorio também demonstrou aumento de receptores
de progesterona no NTS apds o uso do estradiol, sugerindo esse nucleo como possivel
modulador do aumento da ventilagdo das ratas a hipercapnia. Dessa maneira, decidimos avaliar

o efeito da combinagdo hormonal da progesterona e da progestina com o estradiol.

2.3 Ciclo hormonal, estral e a respiracao

Os hormoénios gonadais sdo de extrema importancia para manutengdo da fertilidade e
regulagdo das funcdes ovarianas. Através do eixo hipotalamo-pituitaria-ovario € possivel
regular a producao hormonal. O hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH) € secretado pelos
neurdnios hipotaldmicos no sistema porta hipofisario, onde atua estimulando a liberagao de
gonadotrofinas hipofisarias: hormonio luteinizante (LH) e hormoénio foliculo estimulante
(FSH), responsaveis por regular as fungdes ovarianas (Behan; Kinkead, 2011).

O ciclo menstrual de mamiferos ¢ composto pela fase folicular e latea. O FSH na fase
folicular atua estimulando o desenvolvimento dos foliculos ovarianos, da formag¢ao de pequenas
cavidades com fluido até a formagdao do antro e da producdo do E2, onde o FSH atua
estimulando a producdo de enzimas, aromatase, que converte os andrégenos em estrogénio,
além disso, o FSH também estimula a producdo de inibina B pelas células granulosas, a qual ¢
responsavel pela inibicdo do FSH na adeno-hipofise. O LH ¢ responsavel pela estimulagdo das
c€lulas internas da teca a sintetizar e secretar androgenos. Anterior a ovulacdo, fase pré-
ovulatoria, em um exemplo de feedback positivo, o E2 atua nos gonadotrofos da adeno-hipofise

e em neurdnios liberadores de gonadotrofina no hipotdlamo, tornando os gonadotrofos mais
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sensiveis ao GnRH, induzindo um pico de secrecdo de LH. Assim, o desenvolvimento de um
foliculo estimulado pelo FSH sofre ruptura, pela acdo de citocinas inflamatdrias e enzimas
proteoliticas induzidas pelo LH, acarretando na liberagdo do 6vulo. O aumento dos niveis de
E2 durante a fase folicular também estimula a proliferacdo do endométrio (Garcia; Walker;
Zoellner, 2018; Randall et al., 2002).

A ovulagdo inicia a fase latea, na qual o foliculo que sofreu ruptura se transforma no
corpo luteo por agdo do LH. O corpo luteo secreta, principalmente o horménio P4, que exerce
um feedback negativo nos neurdnios hipotaldmicos e na adeno hipoéfise levando a reducao dos
niveis secretados de FSH e LH. A P4 atua no endométrio preparando o tecido para a
implantacdo do 6vulo fertilizado, caso ndo ocorra a implantagdo, os niveis de P4 decrescem
causando regressao do corpo luteo e descamagdo do endométrio. Com a redugdo dos niveis de
E2, P4 ¢ inibina B, as secrecdes de LH e FSH comecam a aumentar novamente, iniciando um
novo ciclo. E importante ressaltar que a duragio das fases folicular e ltitea varia de acordo com
diferentes grupos animais (Randall et al., 2002).

O ciclo estral das ratas ocorre a cada 4-5 dias. O ciclo estral ¢ dividido em proestro com
duracdo de 12-14h onde ocorre um pico de P4 e E2, estro 25-27h, os niveis de E2 aumentam
gradualmente e os niveis de progesterona estdo baixos, metaestro 6-8h e diestro 55-57h ocorre
outro pico de P4, embora mais discreto do que durante o proestro (Grafico 1), sendo sua
caracterizacdo realizada através do monitoramento do tipo celular presente no esfregaco
vaginal. O proestro pode ser identificado pela predominancia de células epiteliais nucleadas
agrupadas, o estro pela presenga de célula epitelial escamosa cornificada, com formato irregular
e anucleada e durante a fase de metaestro e diestro as pequenas células com citoplasma granular,

leucocitos, sdo as células dominantes (Behan; Kinkead, 2011).
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Grifico 1. Concentracio da progesterona e estradiol durante o ciclo estral
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Grafico 1. Concentragdo sérica de progesterona (linha azul tracejada) e estradiol (linha vermelha) ao
longo do ciclo estral de ratas a cada hora. Diestro manha (MD); Proestro manha (MP); Proestro tarde

(AP). Adaptado (Smith; Freeman; Neill, 1975).

Em mulheres, diferentes respostas ventilatorias foram reportadas na literatura de acordo
com as diferentes fases do ciclo menstrual. O aumento da resposta ventilatoria a hipercapnia ou
hipdxia demonstrou que, além da manuteng¢do da fertilidade e regulagcdo das fungdes ovarianas,
os hormonios gonadais também sdo capazes de interferir na respiragdao. Foi demonstrado na
literatura o aumento da ventilacdo durante a fase lutea (Machida, 1981), Popovic; White
demonstraram maior atividade do musculo genioglosso durante a fase lutea, além disso, Driver
et al. demonstrou que a resisténcia das vias aéreas era menor durante a fase lutea (Driver et al.,

2005; Popovic; White, 1998; White et al., 1983).

2.4 Pseudoprenhez

Em ratas, a estimulagdo do cérvix uterino ¢ um método capaz de induzir o reflexo
neuroendocrino que induz a liberagdo de prolactina. O corpo luteo, formado durante o ciclo
estral secreta P4 e possui curta duracao, 2 a 3 dias, com a regressao do corpo lateo formado, os
niveis de progesterona decrescem (Gorospe; Freeman, 1982). Dessa forma, quando o corpo
luteo ¢ mantido ocorre também elevacdo da secrecdo de P4. Para manutengdo e atividade
secretora do corpo lateo ¢ essencial a producdo do hormonio prolactina, na literatura a
prolactina ¢ considerada o principal estimulo luteotrofico que inicia e mantém a secrecdo de P4

pelos corpos luteos. O aumento de secre¢do de progesterona pela prolactina ocorre de duas
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maneiras, potencializando os efeitos do LH e inibindo a hidroxiesterdéide desidrogenase
responsavel pela inativagdo da progesterona (Freeman et al., 2000). Devido ao periodo
prolongado de liberacdo de prolactina, mas auséncia da copula, a estimulagdo do cérvix uterino
¢ conhecida como pseudoprenhez (Gorospe; Freeman, 1982).

Durante a pseudoprenhez ocorre aumento dos niveis de P4 até o 5° dia, permanecendo
em plato até o 9° dia, enquanto que durante a prenhez os niveis de P4 atingem um picono 15 e
16° dia. Pepe e Rothchild (1974) demonstraram que durante os primeiros nove dias os niveis
de P4 foram similares entre a prenhez e pseudoprenhez (Gréfico 2) (Pepe; Rothchild, 1974).
Dessa maneira, a pseudoprenhez permite o estudo dos efeitos dos hormdnios encontrados nos
primeiros nove dias de prenhez sem as modificagdes estruturais que ocorrem no corpo do

animal devido a prenhez.

Grafico 2. Concentracio da progesterona durante a prenhez e pseudoprenhez
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Grafico 2. Concentracdo da progesterona endogena durante a prenhez (linha tracejada) e a

pseudoprenhez (linha vermelha) ao longo dos dias. Adaptado (Pepe; Rothchild, 1974).

Como demonstrado, a manutencao dos niveis de P4 através da pseudoprenhez, atua
inibindo a ovulagdo, podendo mimetizar os niveis hormonais durante a gestagdo até o 9° dia.
A efetividade da pseudoprenhez pode ser avaliada também através da visualizagdo do diestro,

presenca de leucocitos no esfregaco vaginal, que aparece por cerca de dez dias devido a agao
da P4.
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2.5 Sindrome da Hipoventilagao Central Congénita (CCHS)

Conhecida também como sindrome de Ondine, a CCHS ¢é uma condigado caracterizada
por hipoventilacdo alveolar devido a deficiéncia no controle autondmico central da ventilagao
e disfuncao autondmica global (Dubreuil et al., 2008). O termo dado a essa sindrome surgiu em
1962 com Severinghaus e Mitchell, apds descreverem as manifestagdes da CCHS em trés
pacientes que realizaram cirurgia no tronco encefalico. A hipoventilagdo alveolar causada pela
sindrome ndo ¢ explicada por nenhuma anomalia pulmonar, cardiovascular, neurologica ou
muscular (Trang et al., 2020). Clinicamente a CCHS ¢ caracterizada por hipoventilacio central
devido a redugdo anormal ou auséncia de resposta a hipercapnia ¢ hipdxia e manifestacdes
associadas a disfun¢ao autonomica (Weese-Mayer et al., 1993). A severidade da apneia faz com
que os pacientes necessitem de ventilagdo mecanica principalmente durante a noite, devido ao
controle neural automatico ser predominante. Entretanto, o padrao ventilatério permanece
anormal durante o periodo acordado, apesar de ocorrer (Maloney et al., 2018).

Duas décadas foram necessarias para compreender um pouco da natureza da CCHS. Os
critérios propostos para o diagndstico sdo: 1 - evidéncia de hipoventilagdo persistente durante
o sono (PaCO2 > 60 mmHg); 2 - sintomas normalmente percebidos no primeiro ano de vida; 3
- auséncia de doenca primdria pulmonar ou neuromuscular. Para complementar, em 2003 o
gene PHOX2B foi identificado como o maior responsavel pela ocorréncia da CCHS. Dessa
maneira, a CCHS ¢ classificada como hipoventilagdo alveolar relacionada ao sono com
presenca de mutacdo no gene PHOX2B pela Classificagdo Internacional dos Distirbios do Sono
(3° ed. 2014). A mutacdo no gene PHOX2B ¢ encontrada na maioria dos pacientes CCHS,
porém, outros genes também podem contribuir com o aparecimento da sindrome.

Até o momento, nenhuma medicagdo ¢ capaz de aumentar e manter a ventilagdo o
suficiente para prevenir os problemas acarretados pela hipoventilacdo. Algumas moléculas tém
sido estudadas com possivel propriedade para aumentar a ventilagdo, mas o manejo com uso de
ventiladores mecanicos ainda € o principal meio de tratamento (Maloney et al., 2018; Trang et
al., 2020). Para cada paciente, o suporte ventilatorio deve permitir a ventilagdo adequada a
qualquer momento, durante o sono e se necessario durante a vigilia, além de acompanhar o
desenvolvimento, as mudancgas de atividades e permitir a ventilagdo adequada também durante
intercorréncias, o que torna o aparelho ventilatdrio necessdrio para a vida gerando alto custo
financeiro.

Os problemas com o uso do ventilador vao além dos gastos financeiros. Os pacientes

com CCHS precisam estar constantemente atentos a oxigena¢do, a hipoventilagdo ou a
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hiperventilagdo de maneira constante, uma vez que podem acarretar prejuizos para a saude
fisica e mental dos pacientes, no caso do agravamento da hipoventilagcdo a produ¢do da acidose
pode resultar em coma. Além disso, a constante atencao exigida pelo aparelho leva a condigdes
de estresse ndo apenas para o paciente, mas também para os familiares que o acompanham,
principalmente durante o periodo de desenvolvimento (Paddeu et al., 2015).

Assim, apesar do avango para identificacdo e tratamento da CCHS, atualmente ndo
existe cura e nem medicamentos capazes de facilitar o manejo da CCHS, o que incentiva a
continua busca por um tratamento eficiente capaz de reduzir a dependéncia do ventilador
mecanico e os prejuizos financeiros e psicoldgicos acarretados pelo uso do mesmo.

Considerando que: 1 - o hormodnio P4, foi reconhecido e estudado por seus efeitos no
controle neural da respira¢do; 2 houve reducdo da PaCO; durante a fase lutea e a gravidez,
demonstrando relagdo inversa entre a PaCO; ¢ a concentragdo plasmatica de P4 em mulheres;
3 - foi observado em mulheres gravidas, similar a fase latea, uma hiperventilacdo, sendo
alteragdes que desaparecem na po6s menopausa; 4 - a progestina possui maior afinidade pelos
receptores de P4; 5 - o E2 ¢ capaz de promover aumento no nimero de receptores para P4; 6 -
ndo ha cura e tratamentos farmacologicos para a CCHS, tornando a P4 como possivel
medicamento promissor; O objetivo do presente trabalho foi avaliar sistematicamente a
atividade respiratéria e quimiorrecepcao ao CO>/pH em ratas Wistar adultas sob efeito da P4

endogena, exdgena e na sua formulagdo sintética combinada ou ndo com o E2.
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3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da progesterona e progestina nas respostas ventilatérias a hipercapnia

de ratas Wistar.

3.2 Objetivos especificos

- Identificar possiveis variagdes da resposta ventilatoria entre as fases do ciclo estral
marcada pelas alteracdes ciclicas de P4 endogena nas ratas Wistar;

- Caracterizar variagdes da resposta ventilatoria em ratas Wistar induzidas a
pseudoprenhez por estimulagdo mecanica;

- Avaliar a resposta ventilatoria de ratas Wistar ovariectomizadas com reposi¢do de P4 e
ou E2;

- Avaliar as variagdes do padrio respiratorio em ratas tratadas com ETO e ETO
combinado com E2;

- Identificar alteragdes do padrao ventilatorio de acordo com alteragdes hormonais em

normocapnia e hipercapnia.



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Animais

Fémeas Wistar foram utilizadas (230 e 280 g) providas pelo Centro de Bioterismo do
ICB/UFMG (CEBIO). Os animais foram mantidos no biotério setorial do Departamento de
Fisiologia da UFMG (parte da estrutura do BICBIO-2). Todos os animais foram mantidos em
ambiente com ciclo claro/escuro de 12h/12h, temperatura 24°-25°C e o livre acesso a agua e

racdo. Todos os procedimentos foram aprovados pelo protocolo #87/2018.

4.2 Esfregaco vaginal

Os animais foram submetidos ao esfregaco vaginal diariamente para monitorar a
progressdo do ciclo estral. O esfregago vaginal foi realizado todos os dias as 10h00 para
verificar a regularidade do ciclo. Apenas fémeas que exibiram 3 ciclos regulares consecutivos
foram utilizadas no experimento. Os estagios do ciclo estral foram determinados usando o
critério de Smith; Freeman; Neill (1975) que consiste na caracterizacdo realizada através do
monitoramento do tipo celular presente no esfregago vaginal. O proestro pode ser identificado
pela predominancia de células epiteliais nucleadas agrupadas, o estro pela presenca de células
epiteliais escamosas cornificadas, com formato irregular e anucleada e durante a fase de
metaestro e diestro, pequenas células com citoplasma granular, leucocitos, sdo as células

predominantes.

Figura 2. Coleta do esfregaco vaginal

Figura 2. Realizagdo da coleta de células vaginais da rata Wistar com pipeta para verificacdo do ciclo

estral. Elaborada pela autora (2021).
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Figura 3. Fases do ciclo estral

Diestro Proestro

Figura 3. Caracterizacdo das fases do ciclo estral da rata Wistar. Diestro: predominancia de leucdcitos;
Proestro: predominancia de células nucleadas; Estro: predominancia de células cornificadas. Elaborada

pela autora (2021).

4.3 Inducio da pseudoprenhez

Foi utilizado um bastdo de vidro (com diametro 3 mm) para realizar a estimulagdo
mecanica do cérvix uterino para indu¢do da pseudoprenhez. O procedimento foi realizado
durante o proestro (19h00) e no dia seguinte durante o estro pela manha (09h00), sendo a fase

estro, contada como primeiro dia.

Figura 4. Induc¢io da pseudoprenhez

Figura 4. Indugdo da pseudoprenhez com bastao de vidro. Elaborada pela autora (2021).
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4.4 Coleta de sangue e ensaio para hormoénio plasmatico

Para acessar os niveis plasmaticos de P4, os animais foram decapitados ap6s o PP9 e o
sangue foi coletado. Aproximadamente 1mL de sangue foi coletado de cada fémea através de um
funil em um tubo eppendorf heparinizado (0,15 mL de heparina sédica 5000 UI/mL em 3 mL de
NaCl a 0,9%). O plasma foi separado por uma centrifuga a 2500 rpm por 10 min a 4°C e
armazenado a -80°C. Plasma de P4 foi mensurado usando ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) kit (P4: EIA-48K2J1; Monobind Inc., CA, USA) seguindo as instru¢des

do fabricante.

4.5 Doses hormonais

O oleo foi utilizado para os animais controle na dose de 0,2 mL/animal (6leo de soja;
0,2 mL/animal, s.c., Liza; Cargill, Belo Horizonte, Brazil). A progesterona foi utilizada na dose
de 2,5 mg/0,2 mL/animal (2,5mg/0,2 mL/animal, s.c.; Sigma, St Louis, MO, USA) e o 17b-
estradiol foi utilizado na dose 10pug/0,1 mL/animal (10pg/0,1 mL/animal, s.c., E2 cypionate;
Pfizer, Belo Horizonte, Brazil). As doses de estradiol e progesterona condizem com valores
fisiologicos do proestro tarde (Szawka et al., 2009). Trés doses da progestina foram utilizadas e
os calculos para dosagem foram baseados nos célculos de Allaway et al. para serem equivalentes
a concentracdo para humanos (0,251g/0,1 mL/ animals.c., Sigma, St Louis, MO, USA) sendo
outras duas doses adicionadas para observagdo do efeito contraceptivo na rata (2,5ug/0,1 mL/

animal e 250pg/0,1 mL/ animal s.c., Sigma, St Louis, MO, USA).

4.6 Ovariectomia

Os animais foram anestesiados (isoflurano 5% indug¢do) até a perda da sensibilidade a
dor. Os animais foram mantidos a uma taxa de manutengao entre 1,5-2,5% durante toda a
cirurgia. Ovariectomia bilateral foi realizada com uma incisdo sagital de 1,5cm no flanco direito
para acessar a cavidade abdominal. Ovérios e tecido adiposo circundado foram removidos,
neste momento um dispositivo foi inserido na cavidade para avaliagdo da temperatura. A incisdo
foi fechada por sutura do musculo e da pele. Apds a cirurgia, os animais foram tratados com
uma dose de antibiotico (10 mg/kg, i.m, Pentabidtico, Belo Horizonte, Brazil), analgésico (2,5
mg/kg, s.c, Flunixin, Meglumine, Banamine, Belo Horizonte, Brazil) e permaneceram em

recuperagdo por 10 dias.
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4.7 Ventilacido e temperatura

Para obtengdo dos dados de fR, VT e VE, foi realizado o método de pletismografia de
corpo inteiro. A avaliagdo foi feita individualmente e realizada em uma camara de acrilico de 5
litros de volume, a temperatura da sala foi controlada para permanecer em 24° C. O fluxo de ar
para a camara foi realizado por uma bomba de ar e mantido a 2000 mL/min. Para manter a
umidade relativa do ar de 100%, o fundo da camara foi preenchido por uma fina camada de
agua e para manter o conforto do animal, uma grade foi utilizada para separagdo entre a agua e
a maravalha com o animal. Para medir as variaveis ventilatorias, apos o periodo de habituagao
(~30 min), a camera foi fechada interrompendo o fluxo de ar por um curto periodo (~3 min),
um transdutor diferencial de pressdo (ML141 Spirometer, PowerLab, ADInstruments, Bella
Vista, NSW, Australia) foi utilizado para medir o gradiente de pressao no interior do sistema.
Utilizando um analisador de gases, foi possivel obter os dados da concentragao de Oz no fluxo
de entrada e de saida para o calculo do consumo de O, do animal (VO,) expresso em
mLSTPD kg.min!. A medida da resposta ventilatoria a mistura de 7% de CO2 (Gas analyser
ML206, AdInstruments, NSW, Australia) também ocorreu ap6s o periodo de habituagao (~30
min) e interrupgao do fluxo de ar por um curto periodo (~3 min). Uma seringa de 1 mL foi
conectada a tampa da cdmara para realizar a calibra¢do do sistema para posterior calculo do
volume corrente de acordo com a equagdo de Malan (1973) (Malan, 1973). Rf, VT e VE estdo
expressos em mL BTPS.kg.min'. A temperatura corporal foi obtida através do dispositivo
implantado ou por temperatura retal. Os animais tiveram seus movimentos restringidos € um
termOmetro foi inserido por aproximadamente 7 cm pelo anus. O termOmetro permaneceu por
pelo menos 15 segundos antes da anotacao da temperatura. O termdmetro foi higienizado com
alcool 70% entre cada animal antes e apds a medida da ventilagdo. Os animais foram habituados

ao procedimento por 5 dias.

4.8 Protocolo experimental

4.8.1 Experimento 1: Caracterizacdo da resposta ventilatoria das ratas Wistar durante o ciclo

estral

Ratas Wistar (230-300g n=8) foram submetidas ao esfregaco vaginal, sendo utilizadas
aquelas que completaram trés ciclos consecutivos. As medidas ventilatorias foram obtidas pela
pletismografia de corpo inteiro durante a manha do diestro (MD), durante o proestro manha

(MP), entre as 9 horas da manha e as 12 horas e proestro tarde (AP) entre as 16 horas e as 19
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horas da noite no horario de Brasilia. A fase DM foi identificada como o primeiro dia em que
surgiram leucocitos no esfregaco vaginal e o proestro foi identificado como a presenca de
células nucleadas e a auséncia de leucocitos. Antes de serem colocadas na camara e logo apos
a ultima medida da pletismografia, as ratas tiveram a sua temperatura medida por um

termometro (temperatura retal).

4.8.2 Experimento 2: Caracterizagdo da resposta ventilatéria a hipercapnia das ratas Wistar

durante a pseudoprenhez induzida por estimulagdo cervical

Ratas Wistar (230-300g n=10) foram submetidas ao esfregaco vaginal, sendo utilizadas
aquelas que completaram trés ciclos consecutivos. As medidas ventilatorias pelo método de
pletismografia foram obtidas no segundo dia de diestro pela manha e 5° e 9° dia apds a indugdo
da pseudoprenhez. Apos a estimulagdo, o esfregaco vaginal continuou a ser realizado para
certificagdo da pseudoprenhez caracterizada pela continua presenga de leucdcitos, ou seja,
manutencdo citologica similar ao diestro. A temperatura foi obtida pelo Data Logger (DL)
implantado em cirurgia uma semana antes do inicio do esfregaco vaginal. O sangue dos animais

foi coletado apos o término do protocolo para avaliagdao da concentragdo de P4 no plasma.

4.8.3 Experimento 3: Avaliagcdo do efeito da reposi¢do hormonal de P4 e E2 na ventilagdo de

ratas Wistar ovariectomizadas

Ratas Wistar (200-270g n=43) foram submetidas ao esfregaco vaginal, sendo utilizadas
aquelas que completaram trés ciclos consecutivos. As fémeas foram ovariectomizadas e
divididas em dois grupos: 1) receberam pré-tratamento com estradiol por trés dias consecutivos
(n = 10) e 2) receberam pré-tratamento com O6leo por trés dias consecutivos (n = 9).
Posteriormente, os dois grupos foram tratados por um dia com progesterona (grupo P1) para
avaliacdo do efeito agudo e por trés dias (grupo P3) para avalia¢do do efeito cronico. A inje¢ao
subcutanea foi aplicada pela manha. As ratas foram submetidas ao método de pletismografia de
corpo inteiro: 1) no diestro, antes de iniciar os tratamentos; 2) apos o pré-tratamento; 3) 2h apos
o primeiro dia de tratamento com progesterona, ¢ 4) um dia apds trés dias consecutivos de

tratamento com a progesterona.
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4.8.4 Experimento 4: Avaliacao do efeito do tratamento hormonal com ETO na ventilagdo de

ratas Wistar

Ratas Wistar (220-250g n=43) foram utilizadas para avaliagdo dos efeitos do
ETOnogestrel. As fémeas Wistar foram submetidas ao esfregaco vaginal, sendo utilizadas
aquelas que completaram trés ciclos consecutivos. O acompanhamento do ciclo estral
permaneceu durante todo o tratamento. A inje¢ao subcutanea foi aplicada pela manha durante
21 dias. Os animais foram divididos de acordo com a droga e concentracdo em grupo controle
(GC, n=8), grupo 1 (G1, n=9), grupo 2 (G2, n=9) e grupo 3 (G3, n=9). Para o tratamento de
combinagdo hormonal foi utilizada a maior dose da progestina, ETOnogestrel, e estradiol para
o grupo 4 (G4, n=8). As ratas foram submetidas ao método de pletismografia de corpo inteiro
ao final do tratamento no 22° dia. Antes de ser colocada na camara e logo ap6s a tltima medida
ventilatoria, a rata teve sua temperatura medida por um termometro (temperatura retal). A

medida ventilatéria dos animais controle foi realizada no segundo dia de diestro.

4.9 Analise

Para avaliagdo do sinal gerado pela resposta quimiorreflexa durante a exposi¢do a
hipercapnia foram selecionadas as por¢des mais longas e regulares dentro dos minutos
gravados. Todos os valores obtidos foram analisados com 0 ANOVA two-way ou one-way.
Para comparar as varidveis mensuradas nos diferentes protocolos e grupos experimentais
utilizamos o software GraphPad Prism para todas as andlises. Todos os valores sdo reportados

como meédia e SE, com valor de P significativo < 0,05.
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5.1 Ciclo estral e a resposta ventilatéria ao CO:

Os animais apresentaram resposta ventilatoria a hipercapnia (Grafico 3), ou seja, houve
aumento da VE quando expostos a 7% CO2 (VE 2162,172+85,35 ml/min/Kg). Assim como
houve aumento da fR (147,741+6,16 cycles.min!) e do VT (14,775+0,23 mL.Kg-!). Entretanto,
nao houve diferenga entre as respostas ventilatorias em hipercapnia de ratas Wistar durante as
oscilagdes hormonais do ciclo estral, assim como em ar ambiente (Grafico 4).

Em ar ambiente os animais na fase proestro tarde do ciclo estral apresentaram uma
temperatura atenuada em comparacao a fase diestro manha (Tabelal). Todavia, essas variagdes
nio alteraram os parametros ventilatérios dos animais nas diferentes fases do ciclo. O VO, foi
pouco influenciado pela hipercapnia nas ratas Wistar considerando o valor médio entre as fases
do ciclo (de 28,68+2,12 L/min/kg em ar ambiente, para 27,16+1,58 L/min/kg na hipercapnia).
Nao houve alteracdo da temperatura durante as diferentes fases do ciclo em resposta a
hipercapnia (Grafico 4).

O conjunto de dados referente ao experimento 1 demonstra que ndo houve diferenca na

ventilagdo em ar ambiente e nem em resposta ao COz (7%), entre as diferentes fases do ciclo

estral.
Grifico 3. Resposta ventilatoria de ratas Wistar durante as fases do ciclo estral
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Grifico 3. Resposta ventilatoria (VE em mL/min/Kg) de ratas Wistar em ar ambiente e em resposta a

hipercapnia (7% CO,) durante as fases do ciclo estral: Diestro manha (MD); Proestro manha (MP) e
Proestro tarde (AP). RA: ar ambiente; CO»: hipercapnia.
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Grifico 4. Resposta ventilatoria de ratas Wistar em porcentagem durante a hipercapnia

em diferentes fases do ciclo estral
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Grafico 4. Resposta ventilatoria de ratas Wistar a hipercapnia em porcentagem durante as fases do ciclo

estral: Diestro manha (MD); Proestro manha (MP) e Proestro tarde (AP). VE: ventilagdo; fR: frequéncia

respiratoria; VT: volume corrente.

Tabela 1. Parametros ventilatorios em ar ambiente: ciclo estral

MD MP AP

n 8 8 7

Peso (Kg) 0,27 + 0,01 0,27 +0,01 0,27 £ 0,01
VE (mL . kg™ . min™?) 861,80 £ 46,44  807,40+52,99 857,00+ 110,20
fR (breaths . min~1) 110.70 + 5.67 104,40 + 5,23 99,31 + 6,70
VT (mL . kg™%) 7,95+ 0,52 7,87 + 0,49 8,60 + 0,56
VE/VO2 27,48 +2,28 28,71 +2,14 34,41 +4,19
VO2 (mL . kg™!. min™?) 32,27 2,35 28,68 + 1,80 24,91 + 0,88
Tb (°C) 37,73+ 0,21 37,35+0,19 36,64 + 0,152

Tabela 1. Tabela com os dados ventilatorios em ar ambiente durante as fases do ciclo estral: Diestro
manha (MD); Proestro manha (MP) e Proestro tarde (AP). Dados sdo mostrados como média + SEM. P

< 0,005. n = numero de animais; a = Diferen¢a entre MD e AP (p = 0,0372).
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Grafico 5. Relacgido ventilagdo/consumo de O2; metabolismo e temperatura de ratas

Wistar durante diferentes fases do ciclo estral
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Grafico 5. Relagao ventilagao/consumo de O» (VE/VOz); consumo de O (VOz) e temperatura (Tb) de
ratas Wistar durante as fases do ciclo estral: Diestro manha (MD); Proestro manha (MP) e Proestro tarde

(AP).

5.2 Pseudoprenhez e a resposta ventilatoria ao CO:

Todos os animais apresentaram resposta ventilatoria quando expostos a hipercapnia
(Grafico 6). A resposta ventilatoria nao foi diferente para as medidas realizadas antes e ap0s a
pseudoprenhez em ar ambiente (Pré 853,988+52,92; Dia 5 980,731+48,93; Dia 9
846,309+29,20). Nenhuma diferenca significativa foi encontrada na fR (Pré 84,43+3,33; Dia 5
88,90+2,74; Dia 9 86,19+3,26). Apesar da leve atenuagdo do VT quando comparado o 5° e 9°
dia da pseudoprenhez (Pré 10,282+0,63; Dia 5 11,071%0,39; Dia 9 9,847+0,26), esse valor nao
foi capaz de alterar a resposta ventilatoria das ratas Wistar (Tabela 2).

Apesar do aumento da ventilagdo com relacdo ao ar ambiente devido a exposigao a
hipercapnia, nio houve diferenca entre os valores da VE encontrados antes e apds a
pseudoprenhez para a hipercapnia (Pré 2013,2234+71,68; Dia 5 2095,157+£79,79; Dia 9
2024,393+75,96). Também ndo houve diferencas significativas quando comparado a fase
diestro do ciclo estral e apds a pseudoprenhez para fR (Pré 124,84+4,30; Dia 5 125,173+3,66;
Dia 9 126,938+4,74) e para o VT (Pré 16,315+0,89; Dia 5 16,763+0,58; Dia 9 16,016+0,48).

Devido a auséncia de variagdo significativa da VE e do VO, (Pré 22,398+1,01; Dia 5
24,096+1,13; Dia 9 21,167+1,39), a razdo VE/VO, também nao apresentou diferengas
significativas entre os periodos de realizagdao da ventilagdo. Variagdes na temperatura também

nao foram identificadas com relacdo a pseudoprenhez em ar ambiente (Pré 37,51+0,20 ; Dia 5



47

37,5620,19 ; Dia 9 37,64+0,17 ) e em hipercapnia (Pré 36,7+0,14; Dia 5 36,9+0,17; Dia 9
36,940,15).

Apbds o PPY os animais foram eutanasiados e o sangue foi coletado. Os dados obtidos
através do método de ELISA demonstram um aumento das concentragdes de progesterona
plasmatica quando comparadas as fases do diestro (Diestrus: média 10,36 ng/mL) e PP9 (PP9:
média 54,71 ng/mL) (Gréfico 9).

O conjunto de dados referente ao experimento 2 demonstra que apesar das ratas Wistar

responderem com aumento da ventilagdo durante a hipercapnia, ndo houve diferenca

significativa na ventilacdo antes e apds a pseudoprenhez.

Grafico 6. Resposta ventilatoria de ratas Wistar durante a pseudoprenhez
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Grifico 6. Resposta ventilatoria ( VE em mL/min/Kg) de ratas Wistar em ar ambiente e em resposta a

hipercapnia (7% CO>) antes e ap6s a pseudoprenhez: durante o Diestro; 5° dia de pseudoprenhez (PP5)

e 9° dia de pseudoprenhez (PP9). RA: ar ambiente; CO,: hipercapnia.
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Diestrus PP5 PP9

n 10 10 10

Peso (Kg) 0,23 £0,01 0,24 + 0,01 0,25+ 0,01
VE (mL . kg™t . min™?) 853,99+ 52,92 980,73 £48,93 846,31 29,20
fR (breaths . min™?t) 84,44 + 3,33 88,90 + 2,74 86,20 £ 3,26
VT (mL . kg™1) 10,28 + 0,63 11,07 + 0,39 9,85+ 0,26 a
VE/VO2 37,55 + 3,15 41,87 + 3,86 38,95 +2,72
VO2 (mL . kg™!. min™?) 23,36+ 1,19 24,57 £1,78 22,63 + 1,64
Tb (°C) 37,51+ 0,20 37,56 + 0,19 37,64 +0,17

Tabela 2. Tabela com os dados ventilatorios em ar ambiente durante a pseudoprenhez. Diestro; 5° dia

de pseudoprenhez (PP5) e 9° dia de pseudoprenhez (PP9). Dados sdo mostrados como média + SEM.

P <0,005. n =numero de ratos. a = Diferenga entre PP5 e PP9 (p = 0,0146).

Grafico 7. Resposta ventilatoria de ratas Wistar em porcentagem durante a hipercapnia
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Gréfico 7. Resposta ventilatoria de ratas Wistar a hipercapnia em porcentagem durante o Diestro; 5°

dia de pseudoprenhez (PP5) e 9° dia de pseudoprenhez (PP9). VE: ventilagio; fR: frequéncia

respiratoria; VT: volume corrente.
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Grifico 8. Relacao ventilagao/consumo de O2, metabolismo e temperatura de ratas

Wistar durante a pseudoprenhez
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Grafico 8. Relagao ventilagao/consumo de O» (VE/VOz); consumo de O» (VOz) e temperatura (Tb) de
ratas Wistar durante o Diestro; 5° dia de pseudoprenhez (PP5) e 9° dia de pseudoprenhez (PP9).

Grafico 9. Concentracio de progesterona plasmatica no PP9
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Grafico 9. Concentragdo de progesterona plasmatica de ratas Wistar durante o Diestro e 9° dia de

pseudoprenhez (PP9).
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5.3 Estradiol promove aumento do peso do utero

Nossos resultados mostram um aumento no peso do utero das ratas Wistar em resposta

ao tratamento com estradiol, validando a ovariectomia e a reposi¢ao hormonal.

Grafico 10. Peso do ttero de ratas Wistar tratadas com E2
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Grafico 10. Peso do ttero de ratas Wistar em gramas para animais tratados com 6leo (branco) e estradiol

(cinza). Figura do utero dos animais tratados com 6leo (Oil) e estradiol (E2).

5.4 Progesterona + estradiol aumentam a resposta ventilatoria ao CO:

O tratamento com P4 + E2 ndo modificou a resposta ventilatoria das ratas Wistar em ar
ambiente (Grafico 11). Interessante notar que a ventilagdo ndo sofre alteracdo com a
ovariectomia. Todos os animais tiveram aumento da resposta ventilatoria quando expostos a
hipercapnia (Grafico 12).

O tratamento de um dia com P4 + E2 promoveu aumento da fR das ratas Wistar em
resposta a hipercapnia (%fR 165,104+8,24) quando comparadas com as fémeas tratadas com
P4 + o6leo (%fR 138,52 + 4,95). Entretanto, esse aumento ndo foi capaz de promover um
aumento da resposta ventilatéria (Grafico 12).

Os animais tratados durante trés dias com P4 + E2 tiveram um aumento significativo
da resposta ventilatéria ao CO> (3-dia P4 %VE 309,9+19,6), comparando com as fémeas
tratadas com P4 + ¢6leo (3-dia P4 %VE 237,5+12,3) (Grafico 12). Foi possivel identificar
também um aumento significativo da fR para animais tratados com P4 + E2 (3-dia P4 %fR
168,6+8,1) quando comparada com as fémeas tratadas com P4 + 6leo (3-dia P4 %1fR 136,6+6,2)

(Grafico 12). Nao foram encontradas diferencas significativas no VT.
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A ventilagdo ¢ um produto da frequéncia respiratéria e do volume corrente, dessa
maneira, a combinagdo desses hormonios parece estar atuando predominantemente na
modificacdo da frequéncia respiratoria para alterar a ventilagdo. Nao houve diferenca no
metabolismo desses animais (Grafico 12) demonstrando que essa ndo ¢ a causa para o aumento
da ventilagdo. Além disso, a temperatura nao variou para esses animais (Grafico 13).

O conjunto de dados referente ao experimento 3 demonstra que apenas a combinagao
do estradiol com a progesterona de maneira cronica (trés dias com estradiol + trés dias com

estradiol e progesterona) foi capaz de causar um aumento expressivo ventilacdo durante a

hipercapnia.

Grafico 11. Resposta ventilatoria de ratas Wistar em ar ambiente em diferentes

condicoes hormonais
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Grafico 11. Resposta ventilatoria em ar ambiente de ratas Wistar para a fase: Diestro; apos ovariectomia
(OVX) em animais tratados com estradiol (circulo preenchido) e animais tratados com 6leo (circulo ndo
preenchido), ap6s o tratamento de um dia com progesterona (1P) e apods o tratamento de trés dias com

progesterona (3P).VE: ventilagio; fR: frequéncia respiratoria; VT: volume corrente.
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Grafico 12. Resposta ventilatoria de ratas Wistar em porcentagem durante a

hipercapnia em diferentes condi¢ées hormonais
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Griéfico 12. Resposta ventilatdria ao CO;(7%) em porcentagem de ratas Wistar para a fase Diestro; apos
ovariectomia (OVX), animais tratados com 6leo (branco) e em animais tratados com estradiol (preto),
apos o tratamento de um dia com progesterona (1P) e apds o tratamento de trés dias com progesterona

(3P). VE: ventilagdo; fR: frequéncia respiratoria; VT: volume corrente.

Grafico 13. Relacio ventilacao/consumo de Oz, metabolismo e temperatura de ratas

Wistar em diferentes condi¢oes hormonais
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Grifico 13. Relacdo ventilagio/consumo de O, (VE/V! 02); consumo de O; (VOz) e temperatura (Tb)
de ratas Wistar para a fase Diestro; apos ovariectomia (OVX), animais tratados com 6leo (branco) e em
animais tratados com estradiol (preto), apds o tratamento de um dia com progesterona (1P) e apds o

tratamento de trés dias com progesterona (3P).
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5.5 ETOnogestrel em diferentes concentragoes

A tunica dose capaz de parar o ciclo estral foi a 25ug/0,1ml/animal como ¢é possivel
observar no tragado representativo de um animal das fases do ciclo estral (Grafico 14) e também
nos dados compilados de todos os animais (Tabela 6).

Os animais controle (Tabela 3) apresentaram pouca diferenca entre as fases do ciclo,
sendo que antes e ap0s o tratamento com 6leo o ciclo ndo parou. As pequenas variagdes podem
ter ocorrido devido ao horério fixo de observacdo das laminas, o que poderia permitir a perda
da observacao da mudanca do ciclo com pequena redugdo ou aumento do tempo entre cada

periodo, além do estresse gerado pela aplicag@o do dleo.

Grafico 14. Figura representativa das fases do ciclo estral durante 21 dias
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Grafico 14. Figura representativa das fases do ciclo estral para um animal tratado durante 21 dias para
ratas tratadas com o6leo (Oil); com ETO 0,25ug/0.1 mL/ animal (0,25ug); com ETO 2,5ug/0,1 mL/
animal (2,5ug) e com ETO 25ug/0,1 mL/ animal s.c (25ug). D: Diestro; P: Proestro; E: Estro.
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Tabela 3. Tabela esquematica da variagao do ciclo estral dos animais controle

D P E

|
oil
Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Dia
1

2
3
« I
5
6
7
8
Tabela 3. Fases do ciclo estral das ratas Wistar durante 21 dias. Cada linha horizontal representa um
animal. Cada linha vertical representa um dia. Cada fase do ciclo foi representada por uma cor: Diestro
(D); Proestro (P); Estro (E).
Tabela 4. Tabela esquematica da variacio do ciclo estral dos animais tratados com a
dose 0,25pg/0,1ml/animal
D P E
[
D: 0,25

14 15

Animais 1 16 17 18 19 20 21 Dia

1

W o~ ot Rk WM

Tabela 4. Fases do ciclo estral das ratas Wistar durante 21 dias. Cada linha horizontal representa um
animal. Cada linha vertical representa um dia. Cada fase do ciclo foi representada por uma cor: Diestro

(D); Proestro (P); Estro (E). D: 0,25: ETO 0,25ug/0,1 mL/ animal.
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Tabela 5. Tabela esquematica da variacao do ciclo estral dos animais tratados com a

dose 2,5ng/0,1ml/animal

D: 2,5
Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Dia
1

W~ o bk WM

Tabela 5. Fases do ciclo estral das ratas Wistar durante 21 dias. Cada linha horizontal representa um
animal. Cada linha vertical representa um dia. Cada fase do ciclo foi representada por uma cor: Diestro

(D); Proestro (P); Estro (E). D: 2,5: ETO 2,5pg/0,1 mL/ animal.

Tabela 6. Tabela esquematica da variacao do ciclo estral dos animais tratados com a

dose 25ng/0,1ml/animal

D: 25
Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Dia
1

W NGO WU R WN

Tabela 6. Fases do ciclo estral das ratas Wistar durante 21 dias. Cada linha horizontal representa um
animal. Cada linha vertical representa um dia. Cada fase do ciclo foi representada por uma cor: Diestro

(D); Proestro (P); Estro (E). D: 25: ETO 25ug/0,1 mL/ animal.
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5.6 ETOnogestrel e estradiol aumentam a resposta ventilatoria de fémeas Wistar a
hipercapnia

Os animais de todos os grupos apresentaram resposta ventilatoria a hipercapnia, ou seja,
houve aumento da VE quando expostos a 7% de CO, (Grafico 15). Entretanto, o aumento da
resposta ventilatdria a hipercapnia em porcentagem foi maior para as fémeas tratadas com ETO

e estradiol (P+E %VE 294,3+9,02%) comparadas com os outros grupos, como pode ser

observado no Gréfico 15.
Nao houve diferenga estatistica para a fR entre os grupos. Quando comparados, o grupo
P+E apresentou um aumento da resposta ventilatoria mais pronunciada com relagao as doses

2,5 e 250, o que refletiu na diferenca estatistica dos valores para o VT (P+E %VT

220,07£12,52%). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos para o metabolismo dos

animais, nem para a temperatura.
O conjunto de dados referente ao experimento 4 demonstra que o estradiol foi capaz de

promover aumento da resposta ventilatéria em porcentagem a hipercapnia de animais Wistar

em uso da progestina.

Grafico 15. Resposta ventilatoria de ratas Wistar tratadas com ETO
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Griafico 15. Resposta ventilatéria (VE em mL/min/Kg) de ratas Wistar tratadas com ETO em ar
ambiente ¢ em resposta a hipercapnia (7% CO,). 6leo (Oil); com ETO 0,25ug/0,1 mL/ animal (0,25);
com ETO 2,5ug/0.1 mL/ animal (2,5); com ETO 25pug/0,1 mL/ animal s.c (25); com ETO 250ug/0,1

mL/ animal combinado com estradiol (P+E). RA: ar ambiente; CO»: hipercapnia.
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Grafico 16. Resposta ventilatoria em porcentagem durante a hipercapnia de ratas
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Grafico 16. Resposta ventilatdria ao CO; (7%) em porcentagem de ratas Wistar tratadas com 6leo (Oil);

com ETO 0,25pug/0.1 mL/ animal (0.25); com ETO 2,5ug/0,1 mL/ animal (2.5); com ETO 250ug/0,1

mL/ animal s.c (25); com ETO 250ug/0,1 mL/ animal combinado com estradiol (P+E). VE: ventilagio;

fR: frequéncia respiratéria; VT: volume corrente.

Grafico 17. Relacio ventilacao/consumo de Oz, metabolismo e temperatura de ratas
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Grifico 17. Consumo de O, e temperatura de ratas Wistar tratadas com o6leo (Oil); com ETO 0,25ug/0,1

mL/animal (2,5); com ETO 2,5ug/0,1 mL/ animal (25); com ETO 250ug/0,1 mL/ animal s.c (250); com

ETO 250ug/0,1 mL/ animal combinado com estradiol (P+E).
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No presente estudo, ndés demonstramos que o aumento da concentragdo endogena da
P4 nao foi capaz de promover um aumento da resposta ventilatoria a hipercapnia. Além disso,
o E2 foi necessario para induzir o aumento da resposta ventilatoria a hipercapnia, em animais
tratados com progesterona e progestina. Nao foram reportadas alteragcdes significativas na
temperatura e no consumo de oxigénio dos animais quando expostos a hipercapnia e nem frente
as diferentes situagdes de concentragdo de P4.

O ciclo estral foi acompanhado durante 12 dias antes da realiza¢do da cirurgia para
garantir que os animais utilizados estavam com ciclo estral regular. Dessa maneira,
conseguimos garantir que qualquer alteragdo que ocorreu posterior as medidas ventilatorias e
ou aos procedimentos cirargicos ndo ocorreram em prol de qualquer alteragdo hormonal prévia
nos animais utilizados.

Todos os animais utilizados tiveram aumento da resposta ventilatoria quando expostos
a hipercapnia. Durante a hipercapnia ocorre alteragdes da PaCO» e do pH interno resultando em
alteragdes na ventilagdo alveolar na tentativa de retornar aos valores basais (Georgopoulos et
al., 2024). O aumento inspirado do CO: gera, através de um mecanismo de feedback, um
aumento da resposta ventilatoria, portanto, as alteragdes da ventilagdo representam a atividade
adequada dos quimiorreceptores centrais e periféricos, sensores capazes de detectar variagdo
dos gases que levam informacgdes aferentes para ajustar de maneira adequada a ventilagdo
alveolar (Del Negro; Funk; Feldman, 2018). Os nossos resultados demonstraram que os animais
tiveram aumento da resposta ventilatoria frente ao estimulo hipercépnico. Essa resposta

demonstra a presenca e ativagdo dos quimiorreceptores em todos os animais.

6.1 Ciclo estral e pseudoprenhez: ventilacio, temperatura corporal e metabolismo em

normocapnia e hipercapnia

Foi reportada na literatura a relagdo da hiperventilagdo com as alteragdes hormonais
durante a fase lutea e a gravidez (Lyons, 1976; Schoene et al., 1981). Todavia, contrario a nossa
expectativa, ndo houve variagio da resposta ventilatdria em ar ambiente e em resposta ao CO2
durante as fases do ciclo estral avaliadas neste estudo. Marques et al., 2015 demonstraram que
nao haviam variacdes das respostas ventilatorias a hipercapnia durante as fases do ciclo estral
e complementar a isso o nosso estudo demonstrou que essas variagdes nao ocorrem
especificamente nos periodos caracterizados pelo aumento dos niveis de progesterona
endogena, sugerindo pouca (ou nenhuma) influéncia das variagdes ciclicas dos hormonios

sexuais endogenos no controle respiratério. Considerando que a progesterona ja se mostrou
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eficaz na potencializagdo da resposta ventilatoria, € possivel que esses resultados se devam a
menor concentracao de progesterona circulante em ratas, comparado com a maioria dos outros
mamiferos ou que exista algum mecanismo compensatério que mantém a resposta ventilatoria
estavel ao longo do ciclo (Marques et al., 2017).

A temperatura no ar ambiente foi atenuada na fase AP do ciclo estral em comparagao a
fase MD. Todavia, essa variagdo ndo alterou os parametros ventilatérios dos animais nas
diferentes fases do ciclo. Durante a hipercapnia ndo houve alteragdo da temperatura durante as
diferentes fases do ciclo analisadas, além disso, o metabolismo dos animais foi pouco
influenciado pela hipercapnia. Outros estudos demonstraram o aumento da temperatura durante
a fase estro (Kent; Hurd; Satinoff, 1991; Marques et al., 2015). Entretanto, nosso estudo nao
englobou a avaliacdo da temperatura na fase estro.

No presente estudo, ndo foram realizadas dosagens de progesterona plasmatica para
confirmar a sua elevagdo ao longo do ciclo estral. Este pode ser um aspecto importante a ser
considerado. Entretanto, vale mencionar que as oscilagdes hormonais ao longo do ciclo sdo um
processo fisioldgico bem descrito e bastante consistente na literatura (Smith; Freeman; Neill,
1975). Durante o diestro 1 ou metaestro os niveis de estradiol comegcam a aumentar de valores
basais 7 pg/mL para aproximadamente 15-20 pg/mL e permanecem neste valor até atingir um
pico, alcancando seu nivel maximo de 40-50 pg/mL as 09:00 no proestro. Posterior a isso os
niveis de estradiol come¢am a diminuir enquanto que ocorre um aumento da secrecao de LH,
assim, os niveis de estradiol retornam ao seu nivel basal durante a fase estro. A secre¢do de
progesterona pelo corpo liteo aumenta na tarde do diestro 1 ou metaestro atingindo valores de
25-30 ng/mL no inicio da manha do diestro 2. Apds, ocorre uma queda acentuada nos niveis
de progesterona, retornando aos valores basais de 5-10 ng/mL até as 07h00 do diestro 2,
significando a regressao do corpo luteo. A progesterona permanece baixa até a tarde do proestro
onde ocorre pico de prolactina, LH, FSH e progesterona (Smith; Freeman; Neill, 1975).

Diferente do que ocorre durante o ciclo estral, no qual o corpo luteo secreta progesterona
por apenas 2 a 3 dias antes de regredir. A estimulacdo cervical promove a secrecao continua de
progesterona por cerca de 12 dias induzindo aumentos hormonais (Pepe; Rothchild, 1974). A
pseudoprenhez permite a modificacdo de um corpo ltteo e ¢ determinada por fatores hormonais,
principalmente devido ao padrdo de secre¢do de prolactina (Smith; Freeman; Neill, 1975). O
neuro hormonio, ocitocina, também tem seus niveis aumentados na estimulacao cervical.
Estudos anteriores demonstraram o aumento da ocitocina durante a pseudoprenhez (McKee et
al., 2007) e segundo Mack et al.,, uma subpopulacio de neur6nios magnocelulares

ocitocinérgicos forneceriam entradas mono sinapticas para a regido do pré-BotC estimulando a


https://www.zotero.org/google-docs/?m6fHNp
https://www.zotero.org/google-docs/?LZ6U1Z
https://www.zotero.org/google-docs/?EaTJW0
https://www.zotero.org/google-docs/?EaTJW0
https://www.zotero.org/google-docs/?duCYip
https://www.zotero.org/google-docs/?YoWPsI
https://www.zotero.org/google-docs/?VCsGu3
https://www.zotero.org/google-docs/?3YKYBB
https://www.zotero.org/google-docs/?3YKYBB

61

resposta ventilatoria (Mack et al., 2002). Dessa maneira, nossa hipotese foi de que esse aumento
endogeno das concentragdes de progesterona poderiam promover um aumento da resposta
ventilatdria. Entretanto, contraria a nossa perspectiva na condi¢do de pseudoprenhez que leva a
alteracdo hormonal, também nado houve diferenca nas respostas ventilatorias em ar ambiente e
em hipercapnia.

Os animais incluidos no estudo, apos a estimulagdo mecanica do cérvix uterino, foram
apenas 0s que nao continuaram com o ciclo estral, sendo as células do esfregaco caracterizadas
pela presenca de leucdcitos, determinando a fase diestro durante todo o periodo da
pseudoprenhez. Os dados da alta concentracdo plasmatica de progesterona durante o PP9
confirmam a efetiva indug¢do da pseudoprenhez. Devido a variagdo das concentragdes de
progesterona plasmatica entre os animais no PP9, realizamos avaliacao da resposta ventilatoria
retirando os quatro animais com valores mais baixos de progesterona, devido a auséncia de
alteracdo estatistica, os dados dos animais foram mantidos. Dessa maneira, mesmo com
aumento expressivo da progesterona de maneira enddgena os parametros ventilatorios nao
foram alterados.

Os nossos resultados demonstraram que o aumento dos niveis de progesterona
endogena, em duas condicdes distintas, ou seja, durante o ciclo estral ou durante a
pseudoprenhez estimulada nao foram capazes de alterar a resposta ventilatoria dos animais
Wistar. Portanto, decidimos investigar possiveis alteragdes com a aplicacdo exogena de

progesterona.

6.2 Ovariectomia, reposicaio hormonal e ETOnogestrel: ventila¢io, temperatura corporal

e metabolismo em normocapnia e hipercapnia

Nossos resultados mostraram que mesmo em ratas ovariectomizadas com a reposicao
exogena de progesterona, esta isoladamente, nao foi capaz de alterar a resposta ventilatoria dos
animais Wistar. Na literatura foi possivel identificar estudos sobre o efeito da progesterona na
ventilagdo desde 1905. As alteragdes ventilatéria reportadas causadas pelo aumento da
concentracdo plasmatica de progesterona foi de reducdo da PaCO> e consequente
hiperventilagdo, tanto para mulheres, quanto para outras espécies animais (Bayliss; Cidlowski;
Millhorn, 1990; Machida, 1981; Schoene et al., 1981). E importante ressaltar que existem
receptores para progesterona em areas responsaveis pela modulagdo da respiragdo no SNC e
inclusive em quimiorreceptores periféricos que atuam como sensores € participam também da

modulagdo do padrao ventilatério (Bayliss; Millhorn, 1992; Hannhart; Pickett; Moore, 1990).
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Entretanto, ao avaliarmos as ratas OVX, a progesterona isoladamente nao gerou efeito no
padrdo da resposta ventilatoria desses animais.

O E2 promoveu aumento do peso do utero. O estradiol e a progesterona controlam a
funcdo do trato reprodutivo nas mulheres e o estradiol-178 exerce hipertrofia celular e
hiperplasia no ttero por meio de uma série de alteragdes bioquimicas para preparar as células
uterinas para a possibilidade de gravidez (Nephew et al., 2000). Os receptores nucleares de
estrogénio (ER) sdo responsaveis pelas agdes de E2, onde as proteinas reguladoras atuam como
dimeros em genes-alvo especificos contendo sequéncias de DNA definidas. A maior parte do
efeito do estrogénio no tutero ¢ dependente do ER, onde o resultado ¢ a indu¢do ou supressao

de genes responsivos (MK, 2002).

Apesar dos efeitos ausentes no metabolismo e na temperatura, a combinagdo de
progesterona com estradiol aumentou a ventilagdo em resposta a hipercapnia. Nossos resultados
mostraram um aumento na fR no tratamento agudo com P4 de 1 dia, mas que ndo foi capaz de
alterar a ventilagdo. Enquanto isso, apds 3 dias-P4, a ventilagdo aumentou como resultado de
uma combinacdo de estradiol e progesterona de maneira cronica. Foi reportado na literatura o
aumento expressivo da atividade do nervo frénico para gatas ovariectomizadas com reposi¢ao
de progesterona combinada com estradiol (Bayliss; Millhorn, 1992), entretanto, essa foi a
primeira vez que observamos o aumento da resposta ventilatoria frente a hipercapnia em modelo

in vivo com a combinacdo da progesterona e estradiol.

Ademais, a progesterona pode exercer seu efeito através dos receptores de membrana
ou nucleares. O aumento da resposta ventilatoria a hipercapnia em camundongos parece ser
mediado pelos receptores nucleares de progesterona (nPR) (Marcouiller et al., 2014). Os nPRs
pertencem a uma superfamilia de receptores esteroidais e pode ser encontrado em diversas areas
do sistema nervoso central e periférico que estdo envolvidas no controle da ventilacao,
incluindo o NTS (Brinton et al., 2008). Os efeitos da P4 sao mediados principalmente pelo
receptor classico, nPR, mas também pelo mPR (Loiseau et al., 2014). Os efeitos no receptor
nuclear tém inicio lento de minutos a horas e sd@o duradouros. Por outro lado, os receptores de
membrana tém inicio rapido, em segundos, e seus efeitos sdo de curta duracdo. O aumento da
ventilagdo no tratamento P4 de 3 dias sugere que o hormdnio provavelmente esta ativando o
nRP. Essas conclusdes sao apoiadas por trabalhos que mostraram que o tratamento com P4
melhorou a ventilacdo em ratos do tipo selvagem, mas ndo em ratos que ndo tinham o nPR

(Marcouiller et al., 2014).
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Nossos resultados também demonstraram que a progestina sozinha nao ¢ capaz de
alterar a resposta ventilatoria de ratas Wistar. Nos realizamos a aplicagdo do ETO por 21 dias
através da inje¢do subcutanea. Existem outros métodos de administragdo da progestina no
animal, como exemplo por implante de capsulas também capazes de liberar a progestina na
quantidade adequada. Entretanto, através das injeg¢des, foi possivel a utilizagdo e teste das
diferentes doses definidas para este experimento. O que podemos garantir, ¢ que o estresse
gerado pelas aplicagdes nos animais tratados foi o mesmo dos animais controle que receberam
a inje¢do contendo 6leo.

Evidéncias anteriores em mulheres mostraram que a progestina seria capaz de alterar a
ventilagdo (Straus et al., 2010). No entanto, em nosso experimento, as doses utilizadas ¢ o tempo
do experimento nao foram suficientes para causar alteragcdes na ventilagdo em normocapnia,
como demonstrado por Cardani et al., (Cardani et al., 2022). As diferentes doses escolhidas
para este trabalho foram importantes pois permitiram avaliar possiveis efeitos adversos com
relacdo as diferentes dosagens. Foi possivel reportar que a maior dose utilizada foi a iinica capaz
de parar o ciclo estral, permitindo chegar ao efeito desejado com o uso de um contraceptivo.
Esse efeito permitiu a escolha da dose adequada para realizar a combinag¢do com o estradiol.
Foi demonstrado na literatura que a progestina poderia atuar reduzindo o nimero de receptores
de progesterona, assim, sua reducdo causada pela progestina sozinha poderia influenciar na
auséncia do efeito estimulatorio sobre a ventilagdo em baixas doses (Brodeur et al., 1986).

O aumento da porcentagem da ventilagdo ocorreu pelo ajuste tanto do VT quanto da fR
em conjunto, entretanto, para alguns grupos, ocorreu maior redu¢do do volume corrente quando
comparado aos animais tratados com estradiol. Nao foram reportadas outras alteracdes como

no consumo de oxigénio, temperatura e peso dos animais.

6.3 Limitacoes e pontos fortes

Nosso trabalho tem limitagdes. Primeiro, ndo registramos o estado de sono-vigilia do
animal. Dependendo do estado de sono, hé alteracdes respiratdrias significativas, por exemplo,
no sono sem o movimento rapido dos olhos (REM), a respiragdo ¢ altamente dependente de
quimiossensores especificos. Além disso, nao medimos os niveis sé€ricos de progesterona para
dar mais explicagdes sobre as diferencas entre o tratamento com progesterona de 1 e 3 dias.
Como lado negativo dessa abordagem, a coleta de sangue estressa os ratos, induzindo a
producao de esteroides, que se ligam a receptores de esterdides que pertencem a mesma classe

do nRP e podem interferir em nossos dados.
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Nossos protocolos nos permitiram analisar os efeitos in vivo (¢ em estado nao
anestesiado) da progesterona, progestina e do estradiol, separadamente, na respiragcdo, bem
como seu efeito combinado. Este € o primeiro experimento que conhecemos a mostrar os efeitos
da pseudoprenhez na ventilagdo. Além disso, fornecemos uma série de evidéncias para
estabelecer a rata Wistar como modelo para o estudo da acao da progesterona no controle neural
da respiragdo, testado em diferentes protocolos e tipos de progesterona. Finalmente, até onde
sabemos, este € o primeiro experimento a mostrar que a agao do P4 ¢ dependente do tratamento

com E2.
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A resposta ventilatoria a hipercapnia ndo foi alterada durante as diferentes condigdes
fisioldgicas nas quais o aumento da progesterona ¢ bem reportado, ou seja, ao longo do ciclo
estral e na pseudoprenhez. Bem como ndo foram observadas diferencas com a administragao
exdgena de progesterona e em diferentes doses da progestina (ETOnogestrel). Demonstramos
que tanto a combinagao da progesterona exdgena e da progestina com o estradiol foram capazes
de promover um aumento significativo da resposta ventilatoria a hipercapnia.

O presente estudo consiste de uma avaliagdo sistematica sobre o papel da progesterona
no controle respiratério e contribui para elucidagdo da modulacdo da progesterona na
ventilagdo, metabolismo e temperatura em fémeas Wistar. Mais investigagdes sdo necessarias
para compreensdo dos efeitos e mecanismos da progesterona na ventilagdo que possam

desenvolver efeito terapéutico para desordens respiratorias.
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