UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

Efeito da administragdo intracerebroventricular
de Leptina sobre a ventilagdo pulmonar de

camundongos obesos (ob/ob)

Mirian Bassi

Ribeirdo Preto - SP
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

Programa de Pds-Graduagdo em Fisiologia

Efeito da administragdo intracerebroventricular
de Leptina sobre a ventilagdo pulmonar de

camundongos obesos (ob/ob)

Mirian Bassi

Ribeirdo Preto

2008



Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

Programa de Pds-Graduagdo em Fisiologia

Efeito da administragdo intracerebroventricular
de Leptina sobre a ventilagdo pulmonar de

camundongos obesos (ob/ob)

Tese apresentada ao Departamento de Fisiologia
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias.

Aluna : Mirian Bassi

Orientador: Prof. Dr. Mogens Lesner Glass

Ribeirdo Preto

2008




FICHA CATALOGRAFICA

Bassi, Mirian

Efeito da administracdo intracerebroventricular de
Leptina sobre a ventilacdo pulmonar de camundongos obesos
(ob/ob).

Ribeirao Preto, 2008. 65p

Tese apresentada ao Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo para obtengédo do titulo de
Doutor em Ciéncias.

Orientador: Glass, Mogens Lesner.

1. Ventilagdo Pulmonar. 2. Leptina. 3. Obesidade. 4. Apnéia




MIRIAN BASSI

VENTILATORY RESPONSES IN OBESE MICE:
EFFECTS OF INTRACEREBROVENTRICULAR
INJECTION OF LEPTIN



"Existem homens que lutam um dia e sao bons;
existem outros que
lutam um ano e sao melhores; existem aqueles que
lutam muitos anos
e sao muito bons. Porém, existem os que lutam
toda a vida. Estes

sao os imprescindiveis."

Bertolt Brechet




Aos meus pais,
Mauricio e Dulcinéia e ao meu irmdo “Tato”

pelo amor e apoio incondicional.



Aos queridos Familiares e Amigos

Perguntei a um sdbio, a diferenca que havia

entre amor e amizade, ele me disse essa verdade...

O Amor é mais sensivel, a Amizade mais sequra.

O Amor nos dd asas, a Amizade o chdo.

No Amor hd mais carinho, na_Amizade compreensdo.

O Amor é plantado e com carinho cultivado,

a Amizade vem faceira, e com troca de alegria e tristeza,
torna-se uma grande e querida companheira.

Mas quando o Amor é sincero ele vem com um grande amigo,
e quando a Amizade é concreta, ela é cheia de amor e carinho.
Quando se tem um amigo ou uma grande paixdo,

ambos sentimentos coexistem dentro do seu coragdo.

William Shakespeare




Agradecimentos



Ao professor Mogens que apoiou este projeto e confiou no meu

trabalho!

Aos queridos companheiros de laboratdério: Humberto, Adriana,
Jalile e Glauber por todas as vivéncias que tivemos ao longo

desses anos. Vocés estarao em meu coragao onde eu estiver!!!!!

As amigas da republica: Ligia, Fabi, Dantbia e Valzinha. E
porque ndo mencionar a Renatinha, que estd sempre conosco nos
cafés da tarde e nas caminhadas! Nossa estrada é longa meninas,
escolhemos uma carreira dificil, mas sei que todas nds somos
batalhadoras e por 1isso tenho certeza de gque no futuro nos

encontraremos felizes com as colheitas merecidas.

A todos os companheiros de departamento, professores, alunos e

funciondrios que contribuiram na minha passagem aqui na USP.

Em especial as amigas Cristiane Motta e Lisandra que
incansavelmente me auxiliaram durante os protocolos de imuno! O

mundo precisa de pessoas como vocés! Obrigada.

Aos amigos, Marcos Zanfolin (CEMIB-UNICAMP) pela ajuda com oOs
animais obesos; Jalio (Biot. Genética) pelo apoio na manutencao
dos animais agqui em RP e a mais que técnica, a maezona Célia
(FORP) que com todo amor me ensinou a estereotaxia nos

camundonguinhos. Sem vocés eu ndo teria conseguido! Obrigada.

E finalmente, a um querido amigo que representa todos os outros
importantissimos na minha vida. A vocé Beto pelo amor, pelo
carinho, pela ajuda, por tudo.... “Nao existe caminho tao longe

4

quando se tem um amigo ao lado.” Obrigada.



APOIO FINANCEIRO:

CNPq, CAPES e FAPESP



Sumdrio



SUMARIO

1. INTRODUCAO 01
1.1-) Ventilag@o pUulMONAT..........cceriiiiiriiriirierterte ettt st 01

1.2-) Controle da ventilagao pUIMONAT..........cc.covevteriireniirienieeieeieee et 03

1.3-) Leptina e ventilacio PUIMONAT.........cccceeeiirierierieieieniietestest ettt 07

2. OBJETIVOS 11
3. METODOLOGIA 12
3.1-) ANIINAIS. .ovieiiiiiieeeeeiie et e eettee e eete e e eeetaeeeeeaeeeeetteeeeestbeeeesasaeeesanseseeessaeeeeanrseeennes 12

3.2-) Procedimentos CITTUIZICOS. . ...ueruteruteruierieetienitettesteeatte bt ette st et e sbeenbtebeebeesbeeabe e 13

3.2.1-) Canulac@io da artéria carStida...........ooceeeeeeienierniriienienienieseenee e 13

3.2.2-) Canulag@o de IV ventriculo cerebral..........ccccooviniiniiniiniiniiiciiineee 13
3.3-) Administrag@o central de 1eptina............cooeeiiriuieiiiniieiieeeee e 14

3.4-) Medidas de ventilagdo pulmonar.............cocuevereririnieneneenee e 15

3.5-) Andlise dos Gases SANGUINEOS. ......ccuerverierieriirierienie st ettesie sttt eitete et ereeeeseenee e 16

3.6-) Medidas de peso COTPOTAL......cc.eeieieriiriiririeniiniirieie ettt s 16

3.7-) PeITUSAO. .. uviiiiciiiee e ettt et e et e e e ettt e e e etaae e e e eatree e ettaeeeeetaeeeeas 17

3.8-) IMUNONIStOQUITIICA. .....euveeieiertieiieiiesie ettt sttt sttt ettt sbe st e e 17

3.9-) Protocolos EXPerimentais. .........cecueveruiruienieniiniiniieietesteet et 19

3.9.1-) Protocolo 1: Ventilagdo pulmonar em animais intactos...............cc..c..... 19

3.9.2-) Protocolo 2: Ventilagdo pulmonar apds leptina (1.C.v.)...cccceevuerierneennnen. 20

3.9.3-) Protocolo 3: Gasometria arterial...........ccocevveeeecieeeeeiiiie e eeree e e 21

3.9.4-) Protocolo 4: Marcacdo de receptores de leptina (OB-R).........cccccc.c....... 22

3.10-) ANAliSe EStAtISICA. .....eciivieeiuiieeiieeieeecite et eeie e et e et e etteeetveeetae e eetaeerae e eateeeareenreas 22



4. RESULTADOS 23

4.1-) Ventilag@o pulmonar em animais iNtaCtos.........cccevuerreruererrieerrienesenreeiesieeeereenes 23
4.2-) Ventilagdo pulmonar apds tratamento central com leptina..........c.cceeceevieriienenieene 28
4.3-) Alteracdes de PesO COTPOTAL.......cceeriiriiriiriirienieieeneeteeee ettt s 30
4.4-) Varidveis SaSOMEITICAS. . ...evuerueertirtereerieterteeie et et entetesitesteste st sstesbesaeereebeeteseesaenee 31
4.5-) Marcagao de receptores OB-R no tronco encefalico.........c.ccovevieiieninininnieniencene. 34
5. DISCUSSAO 43
5.1-) Ventilagdo pulmonar nos animais ODESOS........cecueeruierierieiriinie ettt 43
5.2-) O papel da leptina na ventilagdo pulmonar............ccoceevueriieniiiiieniene e 46
5.3-) Receptores de Leptina nos nicleos qUImioSSENSIVEIS .....ceeeeuveereeenieenieenienieenieeeens 50
6. CONCLUSAO 54
RESUMO 55
SUMMARY 56
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 57

ANEXO



Introducdo



1.1-) VENTILACAO PULMONAR

O sistema respiratério tem como principal fungdo a realizagéo de trocas
gasosas € a manutencao do equilibrio acido-base do organismo. Na ventilagao
pulmonar o processo pelo qual o ar se movimenta para dentro ou para fora dos
pulmdes deve-se a uma diferenca de pressao entre a atmosfera e os alvéolos
sendo que 0 mesmo, se desloca de uma regidao de maior para uma de menor
pressao. Portanto, se ndo houver um gradiente de presséo, ndao havera fluxo

aéreo.

Em circunstancias normais, a inspiracdo é obtida pela reducdo da
pressdao alveolar em relacdo a pressao atmosférica. Quando se discute a
mecanica da respiracdo, adota-se por convencao a pressao atmosférica como
0 (zero) cmH.0 e, por essa razao, a reducao da pressao alveolar em relacao a
pressdao atmosférica é denominada respiracdo com pressao negativa. Assim
que é estabelecido um gradiente de pressao entre a atmosfera e os alvéolos,
suficiente para superar a resisténcia ao fluxo aéreo oferecida pelas vias aéreas
de condugéo (regides onde ndo ha trocas gasosas), o ar flui para o interior dos
pulmdes. O aumento do volume de ar nos alvéolos € inversamente
proporcional a pressao alveolar (Lei de Boyle). Isso € obtido por meio da
contragdo dos musculos inspiratorios, tais como, o diafragma (aumento
longitudinal do torax) e intercostais externos (aumento da area transversal do

térax pela elevacédo das costelas) que resulta no aumento do volume da caixa

toracica e consequentemente dos alveolos (Levitzky, 2004).

Em cada inspiragdo, cerca de 500mL de ar s&o inspirados (volume

corrente). Se multiplicarmos esse volume por uma frequéncia de 15



respiragdes/min, o volume total do pulm&o seria de 7.500 mL/min. Entretanto,
nem todo o ar inspirado atinge o compartimento alveolar onde ocorrem as
trocas gasosas. De cada 500 mL inalados, cerca de 150 mL permanecem no
espagco morto anatémico (area de condugao). Portanto, o volume de gas que
entra na zona respiratoria a cada minuto € de apenas 5.250 mL/min [(500 -150)
x 15]. Esse volume, o volume alveolar, representa a quantidade de ar inspirado

disponivel para troca gasosa (West, 2002).

No momento em que o ar atinge os alvéolos, o fluxo de massa
provavelmente cessa, € 0 movimento gasoso passa a ocorrer por difusdo. Isso
acontece devido a reducgéo da velocidade do fluxo aéreo e ao aumento da area
tranversa das porgOes distais da arvore traqueobronquica. Dessa forma, o
oxigénio difunde-se através da interface alvéolo-capilar seguindo a Lei de
Henry, onde o volume de um gas dissolvido em um liquido € proporcional a
pressao que o0 gas exerce sobre o liquido, ao fator de solubilidade do gas e ao
volume do liquido. O oxigénio, difunde-se através da fina camada de
surfactante pulmonar, do epitélio alveolar, do intersticio e do endotélio capilar.

Em seguida, ele deve difundir-se através do plasma, onde parte dele
permanece dissolvido e a maioria entra nos eritrocitos combinando-se a
proteina hemoglobina. O sangue entédo transporta o oxigénio do pulmao pelo
fluxo de massa e o distribui para outros tecidos organicos. Nos tecidos, o
oxigénio difunde-se dos eritrécitos por meio do plasma, do endotélio capilar, do
intersticio, da membrana das células tissulares, e do interior da célula até a
membrana mitocondrial. O processo do di6xido de carbono ocorre de forma

inversa.



Os fatores que determinam a taxa de difusdo gasosa através da barreira
alvéolo-capilar sdo descritos pela lei de Fick. Portanto, o volume de gas por
unidade de tempo que se move pela barreira alvéolo-capilar é diretamente
proporcional a area da barreira, ao coeficiente de difusédo e a diferenca de
concentracdo do gés entre os dois lados, mas € inversamente proporcional a
espessura da barreira. A barreira sangue-gas é extraordinariamente fina (0,3
micrometros), e possui uma area de aproximadamente 70 m? em um individuo
adulto saudavel, sendo ideal para a difusdo dos gases. Sendo o oxigénio
menos denso que o didxido de carbono ele deve ter difusdo 1,2 vezes mais
rapida que o diéxido de carbono durante a difusdo em massa nos alvéolos. No
entanto, na barreira alvéolo-capilar a solubilidade do diéxido de carbono (fase
liquida) € aproximadamente 24 vezes a do oxigénio. Isso ocorre porque as
taxas relativas de difusdo de dois gases sao inversamente proporcionais as
raizes quadradas de seus pesos moleculares (Lei de Graham) (West, 2002;

Levitzky, 2004).

1.2-) CONTROLE DA VENTILAGAO PULMONAR

A respiracao € iniciada espontaneamente no sistema nervoso central. Os
ciclos inspiratérios e expiratérios sdo gerados automaticamente por neurdnios
localizados no tronco encefalico. Nessa regido, os centros respiratorios
realizam o controle ritmico automatico da respiracao através de uma “via final
comum” constituida pela medula espinal e pela inervacdo dos musculos

respiratérios. Ha também o controle voluntario mediado pelas vias do cértex



cerebral que vao diretamente aos motoneurdnios o espinais ndo passando pelo

centro respiratério (Hlastala & Berger, 1996).

Atualmente, sao considerados dois agrupamentos densos bilaterais de
neurdnios no centro respiratorio (bulbo), os grupos respiratérios dorsais (GRD)
e 0S grupos respiratérios ventrais (GRV). Em ambos os grupos, os neurénios
inspiratérios e expiratérios estdo anatomicamente misturados em um maior ou
menor grau, portanto o centro medular ndo consiste de um “centro inspiratorio”

e de um “centro expiratério” distintos (Figura 1-1).

Os grupos respiratérios dorsais estdo localizados bilateralmente no
nucleo do trato solitario (NTS) e sdo constituidos principalmente de neurénios
inspiratérios que provavelmente sdo os principais iniciadores da atividade dos
nervos frénicos. Os neurbnios do grupo respiratério dorsal enviam muitas fibras
colaterais para aqueles localizados no grupo respiratério ventral, mas esse
grupo envia apenas algumas poucas fibras colaterais para o grupo dorsal. Por
esta razdo, a idéia de que quando 0s neurdnios inspiratorios descarregavam, a
sua atividade era conduzida até o grupo de neurbnios expiratérios pelas fibras
colaterais e a atividade dos neurdnios expiratérios era inibida (inibicao

reciproca) é uma explicagao improvavel.

O NTS é o principal local de proje¢ao de fibras aferentes viscerais do
nono e do décimo par de nervos cranianos, respectivamente glossofaringeo e
vago. Esses nervos transmitem informacdes sobre as pressdes de oxigénio
(PO,), de dioxido de carbono (PCO,) e de pH captadas pelos quimiorreceptores
periféricos (carotideos e adrticos) e também informacdes sobre a pressao
arterial sistémica dos barorreceptores carotideos e aorticos (Prabhakar & Peng,

2004). Alem disso, 0 nervo vago transmite informacdes de receptores de



estiramento e de outros sensores pulmonares que podem exercer influéncias
sobre o controle da respiracao. A localizagcdo do GRD no NTS sugere que ele
pode ser o local de integracdo de varios estimulos que podem, de modo

reflexo, alterar o padrdo espontdneo da inspiragdo e da expiracao.

Ja os grupos respiratérios ventrais estdo localizados bilateralmente no
nucleo retrofacial, no nucleo ambiguo e no retroambiguo, sendo constituidos
por neurdnios inspiratorios e expiratérios. Os neurdnios do nucleo ambiguo
(inspiratérios e expiratérios) sao principalmente motoneurbnios vagais que
inervam os musculos ipsilaterais laringeos, faringeos e da lingua envolvidos na
respiragdo. No nucleo retroambiguo parece haver duas populagdes de células
inspiratérias. Um grupo projetando-se contralateralmente para os musculos
intercostais, com algumas fibras sendo enviadas para o nervo frénico e um
segundo grupo projetando-se apenas no interior da medula oblonga para
outras células inspiratérias e expiratorias. Neurdnios expiratérios do nucleo
retroambiguo projetam-se para a medula espinal contralateral estimulando os
musculos intercostais internos e abdominais. O nucleo retrofacial, localizado
mais cefalicamente nos grupos respiratorios ventrais, contém principalmente
neurdnios expiratérios em um grupo de células denominado complexo de
Boétzinger. Foi demonstrado que esse grupo de neurbnios inibe as células
inspiratérias do GRD assim como alguns motoneurdnios frénicos. Por esse
motivo acredita-se que as células desse complexo atuam como marcapassos e

estabelecem o ritmo respiratério (Wellner-Kienitz & Shams, 1998).

O centro apnéustico, conhecido como “interruptor inspiratério” tem sua
atividade modulada pelos grupos de neur6nios respiratérios pontinos

(antigamente denominado centro pneumotaxico). Esse grupo é provavelmente



o responsavel pela “sintonia fina” do padrao respiratorio e esta localizado na
porcdo superior da ponte, no nucleo parabraquial medial e no nucleo de

Kélliker-Fusé .

PONTE
NPBM E KF
vl-NTS
A

MEDULA BOT
OBLONGA RF

GRV. Pré-BOT

cefalico

GRV

caudal NRA
MEDULA
ESPINAL

Figura 1-1: Localizagdo de neurdnios respiratérios pontinos e medulares (visdo dorsal do tronco
cerebral). GRP = grupo respiratério pontino; | = inspiratério, E = expiratério, GRD = grupo respiratério
dorsal, GRV = grupo respiratorio ventral, P = células bomba, NPBM = nlcleo parabraquial medial, KF
= nucleo de Kolliker-Fuse, vI-NTS = nlcleo ventrolateral do trato solitario, NA = ndcleo ambiguo, BOT
= complexo de Botzinger, RF = nlcleo retrofacial, Pré-Bot = complexo pré-Botzinger, NRA = nicleo
retroambiguo. (Fonte: Fisiologia Pulmonar 62. ed, Michael G. Levitzky 2004).

O sistema de controle respiratério normalmente reage muito eficazmente
a alteracb6es do ambiente “quimico” interno do corpo. Alteragdes da PaCO,, do
pH e da PaO, acarretam modificacbes da ventilacdo alveolar destinadas a
retornar essas variaveis aos seus valores normais (Dean et al., 1989; Wellner-
Kienitz & Shams, 1998; Sundin et al., 2007). A regulacao acido-base é exercida
pelos quimiorreceptores centrais atualmente distribuidos por todo SNC (Coates
et al., 1993; Li et al., 1999; Nattie, 1999; Nattie & Li, 2002; Hodges et al.,2004;

Biancardi et al., 2008) e até mesmo no cerebelo (Xu & Frazier, 2000; Xu et al.,



2001; Martino et al., 2006). Entre eles podemos citar o nucleo do trato solitario
(NTS), o grupo respiratério ventral (VRG), o locus coeruleus (LC), o complexo
pré-Botzinger (PBC), o nucleo fastigial do cerebelo, o nacleo retrotrapezoide

(RTN) e a rafe bulbar.

As pressdes parciais de CO, arterial e do liquido cerebroespinal, sao
provavelmente os estimulos mais importante na modulacdo do sistema de
controle respiratorio. Evidentemente, alteragbes do dioxido de carbono
acarretam modificagées na concentracdo de ion hidrogénio e portanto no pH,
tornando dificil separar os efeitos desses estimulos (Shams, 1985). O efeito é
mais pronunciado em fragdes inspiradas de 5-10% de CO;, produzindo PCO;
alveolares entre 40 e 70 mmHg. Acima de 10-15% de CO; existe um pequeno
aumento adicional na ventilagdo alveolar, podendo ocasionar depressao
respiratoria. Da mesma forma, pressdées muito baixas podem causar apnéia

temporaria por causa da reducao do impulso ventilatério (Levitzky, 2004).

O controle da ventilagcado por meio dos mecanismos centrais tornou-se
objeto de estudo de inumeras pesquisas, especialmente no processo de
integracdo das informagdes provenientes dos quimiorreceptores centrais e
periféricos, uma vez que a deficiéncia nesse processo de integragdo ocasiona
hipoventilagdo durante o sono (Shea, 1997; Scheid & Ballantyne, 2001;

Richerson et al, 2005).

1.3-) LEPTINA E VENTILAGAO PULMONAR

Derivada da palavra Grega “leptos” que significa magro, a leptina é um

hormonio protéico produzido e secretado pelas células de gordura, os



adipocitos. A descoberta da leptina tem ajudado no esclarecimento do papel
dos adipécitos no sistema enddcrino e de que modo ocorre a sinalizagao para a
ingestdo ou ndo de alimentos, bem como a regulacdo do metabolismo
energético (Ahima et al.,, 1996). A leptina € sintetizada como um peptideo
pequeno de 167 aminodcidos, transportada para a circulagdo com apenas 146
aa e uma massa molecular de 14-16 KDa. Com isso, circula livremente pelo
plasma e atravessa a barreira hematoencefalica por meio de receptores
especificos denominados OB-R (Schwartz et al., 1996; Tartaglia 1997; Banks et
al., 2002). A cristalografia revela quatro hélices com estruturas semelhantes as
das citoquinas, tais como as interleucinas.

A leptina é considerada um horménio antiobesidade devido a suas agdes
como diminuidor do apetite e estimulador do gasto de energia. A propriedade
inibidora do apetite deve-se ao mecanismo de sinalizacdo desta no hipotalamo,
estimulando a sintese de neuropeptideos anorexigénicos que diminuem a
ingestdo de alimentos pela sensagcdo de saciedade. Uma vez ativados, o0s
neuropeptideos anorexigénos inibem a sintese de neuropeptideos Y (NPY),
que estimula a ingestdo alimentar (Considine & Caro, 1997; Schwartz & Seeley
1997; Elmquist et al., 2005; Oliveira et al., 2005).

O papel na leptina tem sido bastante estudado nos ultimos tempos.
Pesquisadores que analisaram o efeito do tratamento central com leptina em
ratos, verificaram uma diminuicdo na ingestdo alimentar e no peso corporal,
comprovando a agao desta proteina no controle da obesidade (Sleeley et al.,
1996; Ruffin & Nicolaidis, 2000). Camundongos obesos geneticamente
modificados (ob/ob), possuem uma mutacdo espontanea rara que impede a

sintese de leptina, fazendo com que estes animais desenvolvam obesidade



(Fitzpatrick, 2002). Estudos mostraram que o tratamento periférico com leptina
em camundongos ob/ob, altera a ingestdo e o peso corporal e promove a
diminuicao de ambos dependente da dose administrada (Weigle et al., 1995;
Harris et al., 1998).

Curiosamente, em humanos obesos, a concentracdo de leptina
plasmatica € maior do que a concentragdo de individuos ndo obesos. Esta
correlacdo positiva entre a porcentagem de gordura corporal e a leptina
plasmatica sugere que pessoas obesas sejam insensiveis a leptina,
provavelmente por alguma falha no mecanismo de transporte através da
barreira hematoencefalica (Young et al., 1993; Caro et al., 1996; Considine et
al., 1996; Phillips et al., 2000). A obesidade humana esta associada com um
aumento na incidéncia de doencas cardiovasculares e respiratérias, como por
exemplo a sindrome da apnéia do sono. Estudos demonstram que individuos
com grau de apnéia moderado e severo, independente do peso corporal,
apresentam maiores concentragbes de leptina que individuos nao apnéicos
(Oztirk et al., 2003; Kapsimalis et al., 2008). De forma intrigante, o tratamento
com pressao positiva continua (CPAP) nas vias aéreas de individuos com
apnéia obstrutiva do sono e com sindrome de hipoventilagdo da obesidade
diminuem significativamente os niveis de leptina plasmaticos mas néo altera o
peso corporal (Chin et al., 1999; Yee et al., 2006).

A participacdo da leptina na modulagdo da ventilagdo pulmonar foi
investigada em camundongos ob/ob (O’Donnell et al.,, 1999). Esses animais
apresentam, em condi¢des hipercarbicas, depressdo da resposta ventilatéria
principalmente durante o sono. A possivel participacao da leptina nesse déficit

de resposta ventilatoria foi investigada através da administragéao periférica (s.c.)



dessa proteina. Apds 3 dias de tratamento a resposta ventilatéria aumentou,
confirmando a hip6tese. O disturbio ventilatério observado nos animais ob/ob
esta presente em camundongos jovens que ainda nao desenvolveram
obesidade, sugerindo que a auséncia de leptina nesses animais possa ser
responsavel pelo distarbio. (O’Donnell et al., 2000).

Apesar dos estudos fornecerem evidéncias da participacéo da leptina na
modulacdo das respostas ventilatérias, pouco se sabe a respeito dos
mecanismos envolvidos entre leptina e ventilagdo. Desse modo, € de interesse
investigar os efeitos centrais dessa proteina sobre os quimiorreceptores do

grupamento respiratério no tronco encefalico.



Objetivos



Os OBJETIVOS DO PRESENTE ESTUDO FORAM:

v’ Analisar a ventilagdo pulmonar de camundongos magros (C57BL/6) e

obesos (C57BL/6J-Lep®®) em diversas condicées gasosas.

v’ Elucidar o efeito da administragdo central de Leptina sobre a

ventilagdo pulmonar de camundongos obesos.

v’ Verificar a gasometria arterial em diferentes condicdes gasosas de

camundongos magros e obesos;

v’ Investigar a presenca de receptores de leptina (OB-R) no tronco

encefélico de camundongos magros.



Metodologia



3.1-) ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos sendo, 22 normais (C57BL) com
peso entre 20 e 30g, oriundos do biotério central da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/SP e 29 camundongos obesos (C57BL/6J/Lep®) pesando entre
40 e 50g oriundos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
(CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas. Os mesmos foram mantidos
em estante ventilada (Alesco Ind. Com. Ltda, Monte Mor, SP- BR) no biotério
de manutencdo e experimentacdo do departamento de Fisiologia com livre
acesso a agua e racao (Nuvital). A sala estava equipada com sensores de
temperatura controlada (23+1°C) e ciclo claro/escuro de 12x12 horas, sendo o
inicio do periodo claro as 7:00 horas. Todos os procedimentos foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA) com

protocolo de n°.069/2005.

Figura 3-1: (A) camundongo obeso (ob/ob) — CS7BL/6J-Lep°b. (B) camundongo magro — C57BL/6.



3.2-) PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.2.1-) CANULACAO DA ARTERIA CAROTIDA

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com
tribromoetanol 2,5mg/Kg (1mL/100g de peso corporal). Apds assepsia com
iodopovidona 10% na regido subclavia esquerda uma pequena incisao permitiu
0 acesso a artéria. Dessa forma, uma canula manufaturada de polietileno
(PE10 soldado a um PES50) foi inserida no vaso, sendo exteriorizada via
subcuténea no dorso do animal ap6s sua implantagdo. Antes do procedimento
cirurgico, a canula de polietileno foi cuidadosamente preenchida com solugéao
200 U.l./mL de heparina sédica para evitar a obstru¢ao do fluxo sanguineo por
possiveis coagulos no momento da experimentagdo. Apds 24hs (periodo de
recuperacao cirargica) os procedimentos experimentais foram realizados

(gasometria arterial).

3.2.2-) CANULACAO DO IV VENTRICULO CEREBRAL

Apoés anestesia prévia via intraperitoneal com tribromoetanol (2,5mg/Kg)
e tricotomia da porcao superior da cabeca os animais foram fixados em um
aparelho estereotaxico. Na sequiéncia, a assepsia da regido foi realizada com
alcool iodado seguido de uma incisdo de aproximadamente 1cm, permitindo a
exposicdo da calota craniana. Nova assepsia foi entdo realizada na area
exposta, porém com agua oxigenada (H-O2 10%). ApOs a exposicao da calota

craniana, trés orificios 6sseos foram realizados com o auxilio de um micromotor



elétrico de baixa rotacdo (Beltec Mod-LB100, Araraquara/SP- BR). Em dois
desses orificios foram colocados parafusos para fixagcdo da canula-guia com
resina odontolégica. No terceiro orificio foi implantada uma cénula-guia de
14mm x 0,6mm conforme as coordenadas do bregma (AP = -5,88 mm, DV = -
3,5 mm e L = 0), de acordo com o atlas de Franklin & Paxinos (1997). Esta
regidao corresponde ao IV ventriculo cerebral de camundongos onde foram
administradas as doses diarias de leptina ou veiculo (Tampao fosfato 0,01M pH
7,4). A recuperacgao dos animais ap0és este procedimento cirurgico foi de 7 dias.
Durante esse periodo todos os animais receberam doses terapéuticas de
antibiético (Amoxicilina 250mg/mL) diluido na agua do bebedouro (5mg para

cada 1L de agua).

3.3-) ADMINISTRACAO CENTRAL DE LEPTINA

A leptina (National & Peptide Program, Califérnia USA), foi administrada
diariamente em camundongos obesos, na dose de 10ug dissolvida em 2uL de
Tampao Fosfato 0,01 M, pH 7,4. A dose e o volume administrados no grupo de
animais tratados foram baseados em trabalhos prévios da literatura que
injetaram leptina i.c.v., em camundongos, para avaliar as alteracées de peso
corporal e ingestao alimentar (Rahmouni et al., 2002; Harris et al., 1998). Neste
procedimento, a microinjecao foi realizada através de uma seringa Hamilton de
5uL. O volume de 2 pL administrado no IV ventriculo dos animais foi injetado
durante 1 minuto através de uma microinjetora conectada a uma extensao de
polietileno (PE50 de 10cm) e acoplada a uma seringa Hamilton. Os animais

receberam uma injec&o didria entre as 9 e as 10 horas, sendo este tratamento



repetido por 4 dias consecutivos. Um outro grupo de animais (grupo controle)
foi tratado da mesma forma, porém as microinjecbes continham apenas o
Tampéao Fosfato (veiculo). A ventilacdo foi registrada em ambos os grupos

durante os 4 dias de tratamento.

3.4-) MEDIDAS DE VENTILACAO PULMONAR

Os valores da ventilacdo pulmonar foram obtidos através do método de
pletismografia de corpo inteiro para pequenos animais desenvolvido por Malan
em 1973. O procedimento consiste na colocacdo do animal em uma cémara
rigida (680 mL) e vedada a entrada de gases. Para o célculo da ventilagcao
pulmonar foram consideradas apenas as alteragées de presséo no interior da
camara dada pela diferengca de temperatura entre o gas inspirado (25°C) e o
gas expirado (37°C). Os sinais gerados pela diferenca de pressao ocasionada
pela ventilagdo pulmonar foram captados por um transdutor de pressao de ala
sensibilidade (Mod. ML141 - AD Instruments, USA) conectado a camara rigida.
Os resultados foram analisados pelo sistema Power-Lab (AD Instruments,
USA) que amplifica os sinais captados pelo transdutor e quantifica a amplitude
e a frequéncia dos sinais. Dessa forma, o registro nos permite calcular, o
volume corrente e a frequéncia respiratéria do animal, sendo a ventilagao
calculada a partir da equagéo citada abaixo. O sistema foi calibrado por meio

de uma seringa com volume de 2 mL de ar.

(AP); Ta Ps — Pauso

VT — VK "
(AP)x Ta’ (Pg - Pay20) — Ta/T. (Ps — PLh20)



V mL.kg'.min' = V; mLkg! x fgmin’

Onde:

Vt: volume corrente

Vk: volume da calibragao
(AP)r: registro da ventilagdo

(AP)k: registro da calibracao

Ta’: temperatura do interior da camara

T.: temperatura pulmonar

Pg: pressao barométrica

Pan.0: pressao de vapor d’agua

PLheo: pressao de vapor d’agua no pulmao

iUINEOS

A canulacdo da artéria cardtida permitiu-nos analisar amostras

sanguineas dos animais magros € obesos. O volume coletado para cada

analise foi de 90-100uL, sendo analisado imediatamente ap6s a coleta no

aparelho OMIN C da industria Roche do Brasil. Os valores de PaO,, PaCO,,

pH, Hemoglobina, Saturacdo de O,, Hematdcrito e bicarbonato, foram

mensurados em condi¢gdes normoxicas, hipdxicas e hipercarbicas.

3.6-) MEDIDAS DE PESO CORPORAL

O acompanhamento do peso corporal dos animais obesos (gramas) foi

realizado através de uma balanga convencional, no biotério de manutengéo

e experimentacdo animal deste departamento. Os animais foram pesados

durante 19 dias consecutivos, sendo analisado o peso corporal antes,

durante e apés o tratamento central no grupo leptina e no grupo veiculo.



3.7-) PERFUSAO

Apos anestesia com injecao intraperitoneal de tribromoetanol 2,5mg/kg,
os animais foram perfundidos por via intracardiaca com auxilio de uma bomba
peristaltica Milan (8 mL/min). A perfusdo iniciou-se com tampao fosfato salina
(PBS 0,01 M, pH 7,4) seguida de paraformaldeido 4% em tampao fosfato (0,1
M, pH 7,4). Posteriormente, o cérebro foi removido e pds-fixado em solugéo de
paraformaldeido 4% por 2h. ApoOs esses procedimentos, o tecido foi
crioprotegido em solucao de sacarose 30% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 (£
24 horas a 4°C). Em seguida, o cérebro foi congelado e cortado no criostato
(Leika ®, modelo CH1850) com temperatura de —20°C, sendo os cortes
realizados no plano coronal com espessura de 30 micrometros. Os cortes
foram mantidos em solugéo crioprotetora (Watson et al., 1986) a 4 °C até o

inicio dos procedimentos de imunohistoquimica.

3.8-) IMUNOHISTOQUIMICA

Estudo imunohistoquimico foi realizado através do método de
imunoperoxidase, sendo os cortes cerebrais tratados pela técnica “free-
floating”. O protocolo iniciou-se com a lavagem do tecido cerebral com PBS
0.01M, pH 7,4 durante 5 minutos, sendo este procedimento repetido por 3
vezes com o intuito de remover a solucao crioprotetora do tecido (Watson et al.,
1986). Nos procedimentos descritos abaixo, todos os passos foram realizados
a temperatura ambiente (22°C), exceto as incubagdes com o0s anticorpos

primarios, que foram realizadas a 4°C.



Procedimentos:

1-) lavagem dos cortes com glicina 0,1M diluida em PBS 0,01M (5 minutos);
2-) lavagem dos cortes com PBS 0,01M (5 minutos);

3-) incubagéao dos cortes com Triton X-100 0,4% em PBS 0,01M (30 minutos);
4-) lavagem dos cortes com PBS 0,01M (5 minutos);

5-) incubagéao dos cortes com HoO2 1% diluida em PBS 0,01M (1 hora);

6-) lavagem dos cortes com PBS 0,01M (5x de 5 minutos);

7-) incubagéao dos cortes com BSA 3% em PBS 0,01M (1 hora);

8-) incubacao dos cortes com anticorpo (12 AC) IgG policlonal de coelho, Ob-R
H-300 (Santa Cruz Biotechnology, INC.), diluido em 1:1500 na solucao de PBS
+ ( Triton TX-100 0,3% e BSA 1%) por 40 horas a 4°C;

9-) lavagem dos cortes com PBS 0,01M (2x de 5 minutos);

10-) incubacédo dos cortes com anticorpo (2° AC) biotinilado, anti-IgG de coelho
produzido em cabra (BA-1000, Vector), diluido 1:600 em PBS (2 horas);

11-) lavagem dos cortes com PBS 0,01M (3x de 5 minutos);

12-) incubacéao dos cortes com o complexo formado pelos reagentes A (avidina
DH) e B (peroxidase biotinilada) do KIT ABC Elite (Vectastain), diluidos 1:100
em PBS 0,01M (60 minutos);

13-) lavagem dos cortes com PBS 0,01M (3x de 5 minutos);
14-) Lavagem em tampé&o TRIS (5 minutos);

15-) incubacdo dos cortes com solugdo contendo 3,3’ diaminobenzidina-HCI
(DAB 0,2 mg/mL; Sigma); cloreto de niquel (25 mg/mL) e H>O, (1uL/mL de uma
solugcédo de H.O, 30%) em tampéao Tris (20 minutos);

16-) lavagem em tampao TRIS (5 minutos);

17-) lavagem dos cortes com PBS 0,01M (2x de 5 minutos).



Ap6s esses procedimentos, os cortes foram montados em laminas
gelatinizadas e deixados em temperatura ambiente para a secagem (24 horas).
Posteriormente, foram lavados em &lcool 75%, 95% e 100%, seguidos de

lavagem no xilol e colagem de laminulas utilizando-se Entellan (Merck).

3.9-) PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.9.1-) PROTOCOLO 1: VENTILACAO PULMONAR EM ANIMAIS INTACTOS

O objetivo deste protocolo foi 0 de comparar as respostas ventilatérias
de camundongos obesos com as respostas de camundongos magros em
diversas condicbes gasosas e dessa forma analisar a ventilacdo dos animais
obesos. Para tanto, os animais foram submetidos a condigdes de normodxia
(21% de Oy), hipoxia (10%02 e 15%0,), hiperoxia (40%0z) e hipercarbia

(4%CO, e 7%C0O,) de acordo com o decurso temporal abaixo esquematizado:

[ Medidas de \-/E - Pletismografia (3 minutos) ]

Aclimatagéo
40 min
»
Norméxia Hipoxia Hipercarbij
21% 0, 10% O, 8%0, 40% O, 4% GO, 7% O,
Intervalo 5 min
21% O,

As medidas de ventilacdo pulmonar foram realizadas apés a aclimatacao

do animal na camara de pletismografia, (tempo aproximado de 40 minutos),
semi-aberta com um fluxo gasoso normoxico (21% de O,) . Durante o registro

das variaveis ventilatorias, o fluxo gasoso foi interrompido e a camara de



pletismografia vedada a entrada de gas (periodo de 3 minutos apenas). Apds o
registro da ventilagdo em condi¢cdes norméxicas, foram iniciadas as demais
condicoes: hipdxia (10% e 8% de O,), hiperdxia (40% de O,) e hipercarbia (4%
e 7% de CO,). Essas condigdes gasosas foram mantidas no interior da camara
de pletismografia semi-aberta por um fluxo de gas (700 ml/min) durante 3
minutos. Entre uma condigédo e outra foram realizados intervalos com fluxo de

gas normdxico, mantido por 5 minutos.
3.9.2-) PROTOCOLO 2: VENTILACAO PULMONAR APOS LEPTINA (I.C.V.)

Este protocolo teve como objetivo avaliar o efeito central da leptina sobre as
respostas ventilatérias de camundongos obesos. A microinjecao de leptina
realizada no IV ventriculo cerebral foi realizada conforme escala temporal
esquematizada abaixo.

12dose 23dose 3%dose 4%dose
Leptina ou PBS Leptina ou PBS Leptina ou PBS Leptina ou PBS

v v v v

G m

5 10 15 30 45 1h 1h30 3h 6h oh 5 10 15 30 45 th 1h30 3h 6h oh 5 10 15 30 45 1h 1h30 3h 6h oh 5 10 15 30 45 1h 1h30 3h 6h Oh

0 24 48 72 81

’ Medidas de \;E - Pletismografia em Hipercarbia de 7% de CO, (3 minutos) ‘

Ap6s a recuperacao cirurgica de implantacdo de cénula guia no IV
ventriculo cerebral, os animais obesos foram submetidos aos mesmos
procedimentos de medidas de ventilagcdo pulmonar descritos no protocolo 1.
Porém a ventilacao pulmonar neste grupo experimental foi registrada somente

em condicdo hipercarbica de 7% de CO,. No momento em que o animal foi



colocado no interior da camara de pletismografia, uma microinjetora foi
conectada a canula-guia e uma extensdao de polietileno foi exteriorizada
possibilitando a administracao de leptina ou veiculo (PBS). Concomitantemente
ao inicio do registro da ventilagdo pulmonar foi realizada a microinjecao de
leptina ou veiculo, sendo a ventilagao registrada em determinados intervalos de
tempo durante 9 horas diarias. O procedimento foi repetido por 4 dias
consecutivos. Da mesma forma, um grupo controle recebeu microinjecdes de

veiculo (PBS).

3.9.3-) PROTOCOLO 3: GASOMETRIA ARTERIAL

Este protocolo teve a intengcdo de comparar a concentragdo dos gases
sanguineos bem como pH, bicarbonato, hematécrito e hemoglobina de

camundongos magros e obesos em diversas condicdes gasosas.

[ Coleta e andlise sanguinea (Gasometria arterial) ]

Aclimatagao
40 min
»
Norméxia Hipéxia

Hipéxia

% O

Hipercarbia
4%

Hiperéxia Hipercarbia
40% O, 7% O,

v

Intervalo 5 min
21% O,

ApoOs a recuperacgao cirurgica da canulagao arterial (carétida), os animais
magros e obesos deste grupo foram colocados na camara de pletismografia e
as mesmas condi¢cdes gasosas realizadas no protocolo 1 foram impostas. A
canula arterial (5 cm) foi conectada a uma extensdo de polietileno (10 cm) que

por sua vez foi exteriorizada da camara permitindo a coleta das amostras



sanguinea. Em cada condicdo gasosa foram coletados (90-100uL) de sangue e

imediatamente levado a um analisador de gases (OMNI-C Roche do Brasil).

3.9.4-) PROTOCOLO 4: MARCACAO DE RECEPTORES DE LEPTINA (OB-R)

Este protocolo visou investigar a presenca de receptores de leptina (OB-
R) em regides especificas da ponte e do bulbo, responsaveis pela modulacao
ventilatoria. Para o desenvolvimento deste protocolo foram utilizados animais
magros. Os procedimentos realizados de perfusao e imunohistoquimica estao
descritos na metodologia. As imagens foram captadas em microscépio Optico
convencional e a andlise foi realizada de forma qualitativa quanto a presenca

ou nao de marcagao.

3.10-) ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados estdo expressos como média £ epm (erro
padrao da média). Os dados obtidos pela mensuracao da ventilacao pulmonar
foram analisados por ANOVA Two-way seguidos por pés-teste de Bonferroni. A
comparacao das variaveis gasométricas de camundongos magros e obesos
ob/ob, foi realizada com teste t ndo paramétrico. Os dados de gasometria
individuais foram analisados por ANOVA One-way seguida de poés-teste de

Tukey. O nivel de significancia foi fixado com P< 0,05.



RESULTADOS



4.1-) VENTILAGAO PULMONAR EM ANIMAIS INTACTOS

A ventilagdo pulmonar (Vg) de camundongos obesos e nao-obesos foi
calculada através do produto entre a frequéncia respiratoria (fg) € o volume
corrente (V1) dos animas, apresentando diferengas entre as diversas condi¢cdes
gasosas avaliadas (hipdéxia de 10% e 8%0,; hiperdxia de 40%0. e hipercarbia
de 4% e 7%CO0y). Os registros apresentados na figura 4-1 ilustram os sinais de
diferencial pressorico avaliado durante a pletismografia para as medidas de

ventilacao (metodologia descrita no item 3.5).

magros (199) obesos (529g)

21%0, WWWAWAMAA SAAAMAAAAAAAAA
00, WA AAASAAAAAARAAA
4% 0 NMMMAMAMN AMMAMAAAAAN
4% 0, MAMMAMAVAAL - AMAAAAMAAAMIA

05s 05s

Figura 4-1: Registro obtido a partir da ventilacdo pulmonar de camundongos magros

(C57BL/6) e obesos (C57BL/6J-Lep®) em diversas condi¢cdes gasosas.

Os sinais obtidos apresentam diferencas sutis, porém importantes no
célculo da ventilagdo pulmonar realizado a partir da amplitude e freqtiéncia dos
sinais obtidos em cada condi¢do gasosa imposta.

Os resultados dos registros ventilatorios estdo representados na Figura

4-2. Respectivamente, aventilagdo pulmonar foi expressa em mL.Kg'.min™', a



freqiiéncia em ciclos/min” e o volume corrente em mL.Kg'. A ventilagdo
pulmonar apresentou diferenca entre as condicbes gasosas aplicadas. Os
animais magros apresentaram um aumento significativo na ventilacao pulmonar
quando submetidos a hipdxia e a hipercarbia, variando de 2.019+230 (controle
em normoxia) para 2.846x406 (hipdxia de 8%, p<0.05) e 3.694+331
(hipercarbia de 7%, p<0.001). Porém, os valores de fr e V1 ndo foram
significativamente diferentes. Da mesma forma, o aumento de oxigénio no ar
inspirado (40% O,) promoveu alteracdo nao significativa na resposta
ventilatéria dos animais magros (1.860+203), incluindo a frequéncia e o
volume.

Comparando os parametros ventilatérios dos camundongos magros com
os camundongos obesos, os dados de Vi apresentaram diferencas
significativas entre os animais em todas as condi¢des analisadas. As respostas
ventilatérias de camundongos obesos mostraram-se diminuidas em todas as
condi¢oes avaliadas, sendo significativamente menores que as respostas dos
camundongos magros. Na condicdo de hipercarbia de 7% de CO,, os animais
obesos apresentaram um acréscimo significativo (p<0.001) na ventilagéo,
variando de 864+75.9 mL.Kg'.min" (norméxia) para 1.303+57 mL.Kg'.min™
(7% CO.), mas esta resposta ndo apresentou a mesma intensidade que a

resposta dos camundongos magros.
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Figura 4-2: Alteragdes da ventilagdo pulmonar (Vg), freqiéncia respiratéria (fr) e volume corrente (V1) de
camundongos magros, n=7 (C57BL/6) e obesos, n=7 (C57BL/6J- Lep°b), pesando respectivamente,
20.7g+0.8 e 55.2g+1.5 n=7. (#) denota diferenga significativa em relagdo ao controle (N — norméxia) e (*)
diferenga significativa entre os animais. Foi utilizado ANOVA One-way seguida de pés teste de Bonferroni.



A comparacao dos resultados de camundongos ndo obesos e obesos
estd detalhada na Figura 4-3, com valores expressos em porcentagem
conforme a variacdo das respostas ventilatérias. Destaca-se o déficit
ventilatério nos animais ob/ob em relagdo ao grupo de animais nao obesos. O
percentual de resposta ventilatéria de camundongos ndo obesos foi de 141%
em hipoxia (8% de O,) e de 183% em hipercarbia (7% de CO,), enquanto os
obesos variaram apenas 109 e 151% nas mesmas condigdes analisadas. A
frequiéncia respiratéria, apresentou, porém, pequenas alteragdes em ambos 0s
grupos estudados. As alteragcbes de Vt tiveram o mesmo padrdo, ou seja,

alteracdes nao significativas.
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Figura 4-3: Comparagdo do percentual de resposta ventilatéria de camundongos
magros e obesos em diversas condigdes gasosas.



4.2-) VENTILAGAO PULMONAR APOS TRATAMENTO CENTRAL COM LEPTINA

Apb6s o tratamento com microinjecées centrais de leptina (4 dias), os
camundongos obesos submetidos a condicdo hipercarbica (7%CO,)
aumentaram o volume corrente e ventilagdo pulmonar. A Figura 4-4 demonstra
o efeito das inje¢coes diarias de leptina, que promoveu o aumento significativo
da ventilacao pulmonar apos o terceiro dia de tratamento (p<0,05). Ressalta-se
que este aumento ocorreu devido ao aumento do Vt, uma vez que a fg ndo se
alterou significativamente.

A tabela abaixo, Tabela 1, apresenta os valores médios e SEM dos

animais tratados com leptina.

Tabela 1: Valores das variaveis ventilatorias (fr, V1, € V) em resposta ao
tratamento central com leptina em condicao hipercarbica de 7%.

Tempo fr \%s \Y
(horas) (min’™") (mL.Kg™) (mL.Kg™'.min™)
0 34419.4 9.72+0.9 3372+364
24 362+5.4 11.7+0.7 42264217
48 359+11.3 13.341.0 44294720
72 36824.6 16.720.8 * 61764347 *
81 346+11.4 16.5+0.7 * 5723342 *

Valores médios + SEM; n= 7 (*) indica significancia (p<0.01).
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Figura 4-4: Ventilagdo de camundongo obeso (C57BL/6J-Lep®™). As setas indicam o momento da

microinjecdo de veiculo [PBS (

4A) n=5, 379+0,6] ou Leptina [(4) n=5, 38.8g+0.6.] no IV ventriculo cerebral.

(*) denota diferenga significativa entre os grupos (controle vs leptina). ANOVA two-way seguida de pés teste

de Bonferroni.



4.3-) ALTERACOES DE PESO CORPORAL

O tratamento central com leptina promoveu reducado do peso corporal
nos animais obesos. Porém, foi observada diferenca significativa entre o grupo
controle (PBS) vs tratado (leptina) somente ap6s o quarto dia. Os valores

observados foram, respectivamente 309+0.45 e 35g+0.5 (Figura 4-5).
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Figura 4-5: Variagdo de peso corporal nos camundongos obesos ap6s administragdo central de veiculo
(#) ou leptina (). (*) denota diferencga significativa entre os grupos. Foi utilizada ANOVA two-way seguida
de pos teste de Bonferroni.



4.4-) VARIAVEIS GASOMETRICAS

Os resultados comparativos da analise dos gases sanguineo de animais
obesos e nao obesos estdo demonstrados na Tabela 2. Nas Tabelas 3 e 4
estdo apresentados os valores individuais dos gases sanguineo nas diversas

condi¢Oes gasosas analisadas.

Tabela 2: Gasometria em condicdao normoxica (21% O,).

Ndo Obesos Obesos
PO, (mmHg) 98.65 + 5.15 102.2 + 6.95
PCO; (mmHg) 28.43 + 2.57 44.64 + 6.64 *
pH 7.43 = 0.02 7.21 = 0.07 *
sat0; (%) 92.18 + 1.34 86.14 + 2.13 *
Hb (g/dL) 13.09 = 0.31 14.20 = 0.51
Hct (%) 34.45 + 0.86 36.64 + 1.73
HCO3- (mmo1/L) 20.63 = 0.93 16.38 + 2.14 *

(*) Denota diferenga significativa entre os valores médios + SEM de animais magros e obesos (P <
0.05). Obesos n=5 e peso= 51g + 1.79 e magros n=7 e peso=18.17g + 0.79. Foi utilizado o Teste t
nao parameétrico.



Tabela 3: Gasometria de camundongo C57BL/6

PCO,

mmHg pH Hb S0, % Hct % HCO;

PO, mmHg

21% O, 95.6 £4.9 20624 7.40+0.02 13.0£0.35 91614 34.7 £1.03 21.1+0.9

10% O, 492+40" 286 1.5 743%+0.02 10.7+039* 579+29* 273%1.06* 20.8+1.04
8% O, 423+3.4"* 256+1.3 7.40%+0.02 129%0.71 272+202* 18.7%£1.23
40% O, 2056+6.3* 326%1.8 7.34+0.02 108+0.37* 975*02* 28.1+093* 178+1.12~
4% CO, 12566 +46* 4222+15" 726%+0.02* 94+0.36" 92.4+0.4 242+09* 179%£1.08*

7% CO, 139 £53* 491+1.0* 7.19%£0.05* 9.8%041"* 92.0+0.4 26.1+091* 184£0.76

(*) denota diferenca significativa (P<0.05) em relacdo ao controle (21% O,). Os valores apresentados sdo médiaxz O n = 7; peso corporal =
18.17+0.79. One-way ANOVA seguido de pds teste de Tukey.



Tabela 4: Gasometria de camundongo obeso C57BL/6J/Lepob

PCO, pH Hb S0,% Het % HCOy

PO, mmHg mmHg

21% O, 102,2+£6.9 446 +6.6 7.21 £0.07 142+050 86.1+2.13 36.6+1.73 16.4 £2.14
10% O, 57.8+59* 39.5+3.6 7.18 £ 0.07 128+0.05 595+33* 31.3+x131* 149+2.18
8% O, 549+89* 33.1+258 7.17+0.03 12.8 £1.03 66.2+9* 305+x211* 13.2+1.63
40% O, 246+9.35* 40 +3.23 7.10 £ 0.06 13.0 £ 0.61 96.8+0.68 33.4%1.75 126+2.3
4% CO, 162.8+9.9* 554+271 7.00+£0.07* 124+061* 91.6+132* 31.6*1.61 11.9+234

7% CO, 152.1+56* 69.6+6.15* 7.00+0.05* 12.6+0.74* 90+0.64* 332+17 13.2+1.75

(*) denota diferenca significativa (P<0.05) em relagao ao controle (21% O,), n=5, peso corporal de 51g+1.79. One-way ANOVA seguido de pés
teste de Tukey.



4.5-) MARCACAO DE RECEPTORES OB-R NO TRONCO ENCEFALICO

Os procedimentos de imunohistoquimica revelaram marcacbes de
receptores OB-R de leptina em diversas regides do tronco encefdlico de
camundongos magros relacionados a modulagdo da ventilagdo pulmonar. As
figuras de 4-6 a 4-13 demonstram marcacdes analisadas qualitativamente em
cortes coronais de camundongos magros quanto a presenga ou nao de células
marcadas. Os resultados sugerem uma distribuicao heterogénea de receptores
OB-R em nucleos quimiossensiveis do tronco encefdlico, uma vez que as
marcagdes demonstraram-se mais intensas, como por exemplo, no nucleo
facial e com menor intensidade no NTS/rostral. Também foram observadas
marcagdes compativeis com receptores de leptina no nucleo respiratério
ventral (RVL), nucleo ambiguo (NA), no lécus coeruleus (LC), nuacleo
parabraquial lateral (PBL), nacleo da rafe ventromedial e rafe palidu (RPa) e
nos nucleos do trato solitario regido rostral e area postrema.

Os resultados obtidos foram a partir de dois protocolos diferentes, o
primeiro com DAB e cloreto de niquel (Fig. 4-6 a 4-9) e o0 segundo com apenas
DAB (4-10 a 4-13). Observamos nas marcagdes do protocolo 1 (cloreto de
niquel) um maior background que dificultou a identificacdo do receptor nas
areas analisadas. Por isso, realizamos o segundo protocolo, somente com o
DAB. Este protocolo reproduziu as marcagdes observadas no protocolo 1,
porém sem background, apresentando imagens mais nitidas dos possiveis
receptores OB-R e reforcando a presenca do mesmos em diversos nucleos

respiratorios do tronco encefalico.



Figura 4-6: Fotomicrografias de sec¢des coronais mostrando a marcagéao de receptor
OB-R no NTS/Rostral (A-C) e NTS/AP (D-F) em camundongos magros. Os painéis A e
D estado representados em aumento de 2,5x. Os painéis C e F representam maiores
aumentos (100x) da marcacgao do receptor OB-R indicado pela seta nos painéis B e E
(20x). Escala de barra = 100um.



Figura 4-7: Fotomicrografias de secgdes coronais mostrando a marcagao de receptor
OB-R no RVL (G-J) e 7N (K-M) em camundongos magros. Os painéis G e K estao
representados em aumento de 2,5x. Os painéis |, J e M representam maiores
aumentos (100x) da marcagao do receptor OB-R indicado pela seta nos painéis H e L
(20x). Escala de barra = 100um.



Figura 4-8: Fotomicrografias de secgdes coronais mostrando a marcagao de receptor
OB-R no LC (N-P) e PBL (Q-S) em camundongos magros. Os painéis N e Q estao
representados em aumento de 2,5x. Os painéis P e S representam maiores aumentos
(100x) da marcagao do receptor OB-R indicado pela seta nos painéis O e R (20x).
Escala de barra = 100pm.



Figura 4-9: Fotomicrografias de sec¢des coronais mostrando a marcagéao de receptor
OB-R no RPa (T-V) e RD (W-Y) em camundongos magros. Os painéis T e W estao
representados em aumento de 2,5x. Os painéis V e Y representam maiores aumentos
(100x) da marcagao do receptor OB-R indicado pela seta nos painéis U e X (20x).
Escala de barra = 100um.



Figura 4-10: Fotomicrografias de secgdes coronais mostrando a marcagao de receptor
OB-R no NTS/Rostral (A-C) e NTS/AP (D-F) em camundongos magros. Os painéis A e
D estado representados em aumento de 2,5x. Os painéis C e F representam maiores
aumentos (100x) da marcagao do receptor OB-R indicado pela seta nos painéis B e E
(20x). Escala de barra = 100um.




Figura 4-11: Fotomicrografias de sec¢des coronais mostrando a marcagéo de receptor
OB-R no RVL (G-J) e 7N (K-M) em camundongos magros. Os painéis G e K estao
representados em aumento de 2,5x. Os painéis |, J € M representam maiores
aumentos (100x) da marcagéo do receptor OB-R indicado pela seta nos painéis H e L
(20x). Escala de barra = 100um.



S

OB-R no LC (N-P) e PBL (Q-S) em camundongos magros. Os painéis N e Q estédo
representados em aumento de 2,5x. Os painéis P e S representam maiores aumentos

(100x) da marcacéao do receptor OB-R indicado pela seta nos painéis O e R (20x).
Escala de barra = 100um.




Figura 4-13: Fotomicrografias de secgbes coronais mostrando a marcagao de receptor
OB-R no RPa (T-V) e RD (W-Y) em camundongos magros. Os painéis T e W estao
representados em aumento de 2,5x. Os painéis V e Y representam maiores aumentos
(100x) da marcagao do receptor OB-R indicado pela seta nos painéis U e X (20x).
Escala de barra = 100um.



DISCUSSAO



5.1-) VENTILACAO PULMONAR NOS ANIMAIS OBESOS

O presente estudo explorou a ventilagdo pulmonar em camundongos
obesos nas condicdes hipdxicas, hiperoxicas e hipercarbicas e obteve
resultados interessantes. A pronunciada depressao da resposta ventilatéria foi
observada, ndo apenas em condigdes hipercarbicas, como descrito na
literatura (O’Donnell et al., 2000), mas também durante as condi¢des hipoxicas
e hiperoxicas. Nossos dados corroboram com estudos anteriores, pois 0s
animais obesos apresentaram diminuicdo da ventilagdo pulmonar em

consequéncia de um baixo V.

Contraditoriamente, a literatura demonstrou que, em condi¢des hipdxicas
(15% e 10%), a ventilagdo de camundongos obesos nao € significativamente
diferente da ventilagdo de camundongos magros (Polotsky et al., 2004). No
entanto, os dados desses autores demonstraram uma tendéncia de diminuigao
no V1 dos animais obesos estudados. Faz-se interessante ressaltar no estudo
citado que os animais obesos tinham o mesmo peso corporal que 0s animais
magros (tratados com dieta hipercaldrica). Desta forma, a diminuicdo ainda que
nao significativa do Vr tornou-se um indicio do envolvimento da leptina a
disfungdo quimiossensivel periférica, uma vez que os animais obesos néo
produzem essa proteina e apresentam depressdo ventilatéria quando

estimulados por hipdxia.

Nossos resultados reforcam a hipétese da participagdo da leptina no
sistema de controle periférico da ventilagdo, uma vez que os animais obesos
submetidos a hipdxia severa (8% de Oy), apresentaram significativa depressao

da resposta ventilatéria. O mesmo ocorreu durante a suplementagdo de



oxigénio. As respostas ventiltérias apresentadas pelos animais obesos frente
aos estimulos gasosos nao sao compativeis com o grau de estimulagao, ou
seja, com hipoxia de 8% de O, e hipercarbia de 7% de CO.. Animais normais e
magros apresentaram significativa elevacdo da ventilagdo pulmonar em
condi¢oes hipoxicas e a hipercarbicas, aumentando o V1 e a fg (Harada et al.,
1985). Sabe-se que durantes esses estimulos os quimiorreceptores respondem
linearmente devido as alteragdes das pressdes gasosas no sangue (PaCO; e
PaO,) (lzumizaki et al, 2004; Prabhakar e Peng, 2004). As respostas
ventilatérias dos animais obesos sO foram significativas na condicao
hipercarbica de 7% de CO,, porém os valores continuaram abaixo do esperado

(valores de animais magros/normais).

Em relacdo a quimiorrecepgcdo central, a depressao da resposta
ventilatéria nos camundongos obesos foi descrita durante a vigilia, o sono de
ondas lentas (NREM) e o sono paradoxal (REM) (O’Donnell et al., 2000).
Comparando as respostas de camundongos magros e obesos, O’Donnell e
colaboradores verificaram em condigdes hipercarbicas que no estado de vigilia,
a variacao da ventilagcao pulmonar foi pronunciadamente maior do que no sono
NREM. Além disso, no estado de sono REM nao houve resposta ventilatoria.
Os nossos dados, mostraram que as variacdes ventilatérias foram bastante
semelhantes aquelas observadas durante o sono NREM. Como descrito em
nossos resultados, 0s animais magros variaram a ventilagdo (de norméxia para
hipercarbia 7%C0O,) em 183%, enquanto os animais obesos apresentaram uma
variagdo de 151%. Com isso, podemos afirmar que a resposta ventilatéria dos

animais magros, em condi¢des hipercarbicas, foi 32% superior a dos animais



obesos, enquanto nos dados da literatura (citados acima) a porcentagem de

ventilac&do variou em 40%.

Sabe-se que as pressdes parciais de didéxido de carbono arterial e do
liquido cerebroespinal sdo consideradas potentes estimuladores da ventilacao
pulmonar. Isso ocorre devido a notavel sensibilidade deste controle, no qual a
elevacdo de apenas 1 mmHg na PCO. ocasiona um aumento de 2-3
litros/minuto na ventilagdo. Portanto, concentragdes inspiradas de CO. na faixa
de 38-50 mmHg promovem um aumento linearmente a ventilagdo alveolar
(Levitzky, 2004). Nas condigdes hipercarbicas estudadas neste projeto (4% =
27,7 mmHg de CO; e 7% = 48,5 mmHg de CO;) os valores de PCO;
observados nos animais obesos foram significativamente superiores aos
valores dos animais magros. Porém a maior resposta ventilatéria observada foi
a dos animais magros. Considerando que a ventilagdo alveolar (Va) €
inversamente proporcional a PaCO., que por sua vez € proporcional a
producao de CO, (Mco2), podemos inferir que os animais obesos apresentaram
importantes limitagdes nos mecanismos de ajustes ventilatérios, uma vez que
com elevados niveis de PCO. ndo aumentaram a Va. Além disso, com elevada
concentracdo de CO., e baixo pH, as concentragdes de bicarbonato
permaneceram reduzidas, refletindo um possivel disturbio de compensacao

renal do equilibrio acido-base nesses animais.

Diante das informagbes citadas, podemos sugerir que as alteragdes da
ventilagdo pulmonar observadas nos animais obesos frente aos estimulos
aplicados (hipoxia e hipercarbia) estdo relacionadas a um possivel desajuste

dos mecanismos quimiossensiveis.



5.2-) O PAPEL DA LEPTINA NA VENTILAGAO PULMONAR

Considerando os trabalhos da literatura e os dados citados a pouco, € 0s
dados de ventilagdo pulmonar obtidos neste estudo, resolvemos investigar a
participagdo da leptina na modulagdo central da ventilagdo. Por isso,
analisamos, de forma inédita, o efeito da administragéo central da leptina sobre
as respostas ventilatérias de camundongos obesos (ob/ob) em condigao

hipercarbica de 7% de CO..

Nossa hipétese inicial foi verificar se o tratamento com leptina teria um
efeito agudo sobre a depressao ventilatéria observada nos animais obesos.
Nossos resultados demonstram alteragdes significativas (elevagdo) das
variaveis ventilatérias (Ve e V1) somente apds o terceiro dia de microinjecao
central de leptina. Interessantemente, com base nos dados da literatura, a
administracao periférica de leptina (i.p. ou s.c.) realizada em camundongos
obesos ocasionou semelhante efeito quando comparados aos nossos
resultados, ou seja, a elevacao da ventilagdo pulmonar ocorreu somente apds
trés dias de tratamento (O’Donnell et al., 1999). Apesar desse efeito tardio da
acao da leptina sobre a ventilacdo pulmonar ndo podemos descartar a
possibilidade da acédo central nos quimiorreceptores. Primeiro porque a
alteracdo da resposta ventilatoria ocorreu em condi¢des hipercarbicas e estao
possivelmente relacionadas ao quimiorreceptores centrais. Segundo, até o
presente momento, ndo se sabe quais sao as vias de acdo da leptina em
relacdo a ventilacao pulmonar. Uma hipétese € de que a agédo da leptina possa
ocorrer por vias indiretas relacionadas aos nucleos respiratorios das regides

bulbares e pontinas.



Reforcando a hip6tese da acao da leptina sobre os quimiorreceptores
centrais, um estudo recente analisou os efeitos da microinjecao central de
leptina no NTS. Nesse estudo os autores verificaram uma depressao
ventilatéria em ratos com o uso de anestésico e observaram aumento na
ventilagdo pulmonar (Ve e V1) e também na atividade elétrica dos musculos
inspiratorios apos a microinjecdo de leptina no NTS (Iniushkin et al., 2008).
Este trabalho sugeriu uma participacdo especifica da leptina nas regides

dorsais do bulbo (NTS).

Em relacdo aos dados no presente estudo, ou seja, melhora da
performance ventilatéria apés o tratamento central com leptina, poder-se-ia
atribuir tal efeito a perda de peso corporal que ocorreu nos animais obesos.
Essa hipotese esta relacionada aos disturbios ventilatérios caracteristicos de
pacientes obesos. De acordo com a literatura, ha uma associacdo entre
obesidade e hipoventilacdo. Na apnéia obstrutiva do sono (AOS), por exemplo,
individuos obesos tém obstrucdo das via aéreas superiores devido ao acumulo
de gordura ao redor da faringe, apresentando diminuicdo do fluxo aéreo e
consequentemente hipoventilagdo durante o sono (Shimura et al., 2005). Em
alguns casos, a diminuicdo de peso corporal e consequente diminuicdo de
gordura ao redor das vias aéreas superiores melhoram a ventilagdo pulmonar.
Porém, sabe-se que os disturbios ventilatérios associados ao sono tém
componentes multifatoriais. Podemos citar como exemplo, os casos de apnéia
mista, apnéia central e sindrome congénita da hipoventilacdo central. Nesses
casos, 0 problema ventilatério esta intimamente relacionado a uma possivel
falha nos mecanismos quimiossenssiveis de controle central. Esses individuos

apresentam hipoventilagdo e elevacdo de PaCO, durante o sono NREM



independente do peso corporal (Shea, 1997). NoOs acreditamos que o0s
distarbios ventilatérios apresentados pelos animais obesos possam estar
relacionados a auséncia de leptina e ndo ao excesso de peso corporal, da

mesma forma que os casos de individuos obesos citados acima.

Nos 3 primeiros dias de tratamento central com leptina o peso corporal
nao apresentou alteragdes significativas, porém foi observada uma tendéncia
de aumento na ventilagdo pulmonar. Este fato contribui com a hip6tese da
participacdo da leptina na modulacdo ventilatéria. As alteracbes de peso
corporal que ocorreram ao longo dos experimentos podem ser inferidas pela
acao indireta da leptina nos mecanismos de controle de ingestdo e peso
corporal. Sabe-se que a leptina tem acado inibitéria sobre a sintese do
neuropeotideo Y (NPY) que é um estimulador da ingestdo alimentar no
hipotalamo (Schwartz & Seeley, 1997; Igbal et al., 2000; Mercer & Archer 2005)
Possivelmente durante a administracdo central por um periodo de 4 dias
consecutivos ocorreu o transporte da leptina para a circulacdo e esta teve

efeito sobre o peso corporal.

Considerando as informagdes discutidas até este momento, torna-se
bastante sugestivo o envolvimento da leptina nos disturbios ventilatérios. Sabe-
se que em individuos normais as respostas ventilatérias associadas ao CO;
ndo sdo iguais durante a vigilia e o sono. Durante a vigilia, ha diversos
mecanismos que auxiliam o controle da ventilagdo realizado pelos
quimiorreceptores, entre eles, o metabolismo celular e a atividade fisica
(mecanorreceptores, receptores de estiramento). Porém, acredita-se que no
sono (NREM) o controle ventilatério ocorre exclusivamente pela agdo dos

quimiorreceptores centrais devido a discreta diminuicao fisioldgica da resposta



ventilatoria e elevacdo da PCO. observada durante o sono de ondas lentas
(NREM) (West, 1996). Diversos estudos tém relacionado a leptina as
disfuncdes ventilatérias ocorridas durante o sono. Como ja citados, pacientes
obesos com apnéia, central ou obstrutiva do sono (AOS) apresentam
hipoventilacdo e aumento da PCO,. Além disso, alguns desses individuos
apresentam altas concentragbes de leptina plasmatica (hiperleptinemia)
(Campo et al., 2007). O intrigante nestes casos é que o tratamento da apnéia,
através de pressao positiva continua ndo invasiva nas vias aéreas superiores
(CPAP ou BIPAP) promove tanto a normalizagdo da ventilagdo quanto o
restabelecimento dos niveis de leptina plasmaticos (Chin et al., 1999; Oztiirk et

al., 2003; Rubinztajn et al., 2005).

Estas informagbes corroboram com nossa hipétese do envolvimento da
leptina na modulacdo ventilatéria. Outro fato importante, € a relagcado entre os
niveis de apnéia e as concentracdes de leptina. Estudos demonstraram que a
quantidade dessa proteina independe da massa corpérea e da idade dos
pacientes, foram significativamente maior nos individuos com apnéia do que
em individuos normopnéicos. Esta relacao entre leptina e apnéia apresenta
uma correlacdo positiva, ou seja, quanto mais severa a apnéia maior € a
quantidade de leptina circulante nos pacientes (Ozturk et al., 2003; Yee et al.,

2006; Makinodan et al., 2008; Phipps et al., 2002).

Dessa forma, sugerimos que o disturbio ventilatério observado nos
camundongos obesos possa estar relacionado aos problemas de
quimiorrecepgao central e ndo a obesidade, tendo a leptina um importante

papel modulador.



5.3-) RECEPTORES DE LEPTINA NOS NUCLEOS QUIMIOSSENSSIVEIS

Investigamos diversas regides no tronco encefalico, relacionadas ao
controle da ventilagdo pulmonar, quanto a presenca de receptores de leptina
(OB-R). Os resultados foram bastante sugestivos, pois observamos marcag¢des
em varios nucleos quimiossensiveis. As imagens obtidas foram compativeis
com o padrdo de marcagao observado na expressdo do RNAm que codifica o
mesmo receptor em experimentos de hibridizacdo in situ realizados em
camundongos (Mercer et al., 1998). Existem dois tipos de receptores de
leptina: 1) os receptores que apresentam dominio intracelular curto (34 aa),
chamados de OB-Rs e portanto relacionados ao transporte de leptina através
da barreira hematoencefélica e 2) os que apresentam dominio intracelular
longo (303 aa), os OB-R,, provavelmente envolvidos no mecanismo de
transducao de sinal intracelular (Tartaglia et al., 1997). A metodologia utilizada
no presente estudo permitiu a marcagao dos dois tipos de receptores no tronco
encefalico de camundongos magros, porém nao podemos diferencia-los.

Atualmente, a literatura destaca a presencga de receptores de leptina em
diversos nucleos hipotalamicos, entre eles, o nucleo arqueado e o nucleo
paraventricular (Mercer et al., 1996; Elias et al., 2000; Igbal et al., 2000; Oliveira
et al., 2005). Como se sabe, a acéo da leptina no controle da obesidade ocorre
com a ativacdo dos receptores OB-R por meio das vias JAK-STAT nestes
nucleos hipotalamicos (Ahima & Osei, 2004; Myers, 2004). No entanto, a
presenca de receptores de leptina e os mecanismos de acdo dessa proteina
em neurbnios quimiossensiveis do tronco encefalico, relacionados ao controle

ventilatorio, sdo pouco elucidados. Alguns estudos descreveram a presenca de



receptores OB-R no NTS e no PBL (Elmquist et al., 1998; Shied et al., 1998)
porém nenhuma relagdo com a leptina e o controle da ventilagao foi
mencionada.

Em nossos resultados observamos marcagbes de receptores OB-R no
nucleo do trato solitario e no nucleo parabraquial, como citado na literatura,
mas também em outros nucleos importantes na modulagdo da ventilagao
pulmonar, que serdo discutidos a seguir. O locus coeruleus (LC) € um exemplo.
Este nucleo apresenta neurdnios noradrenérgicos envolvidos nas respostas
ventilatérias associadas a estimulagdo central com CO,. Lesbes dos
grupamentos neuronais quimiossensiveis dessa regiao, provocaram diminuicao
da resposta ventilatéria em condicdes hipercarbicas (Biancardi et al., 2008). A
presenca de receptor OB-R no LC infere a participacao da leptina via neurénios
noradrenérgicos presentes neste nucleo.

Outros possiveis locais de acéo da leptina, inferidos pela marcagéo do
receptor OB-R s&o os nucleos da regido ventral do tronco encefalico, como por
exemplo o ndcleo palidus da rafe (RPa). Sabe-se que a acidificagao local da
rafe bulbar rostral (RMg e RPa) resulta em hiperventilagdo durante o sono
(Nattie & Li, 2001). Enquanto a acidificacdo da rafe bulbar caudal (ROb) pode
inibir as respostas ventiltérias via neurdnios gabaérgicos (Wang et al., 2001;
Cao et al, 2006; Li et al, 2006). As interagcbes entre essas regides
quimiossensiveis ainda nao estdo esclarecidas, porém, acredita-se que a
modulacdo ventilatoria ocorre via conexdes entre os nucleos da rafe e o nucleo
retrotrapezéide (RTN), que também apresenta atividade quimiossensivel
(CO2/pH) (Taylor et al., 2005; Nattie & Li, 2006; Guynet et al., 2008). Assim,

torna-se plausivel a hipdtese da acao da leptina, considerada um estimulante



das respostas ventilatérias em condicées hipercarbicas, através de receptores
OB-R presentes no RPa. De acordo com os dados da literatura, os neurénios
serotoninérgicos da rafe projetam-se amplamente para diversos nucleos
respiratérios, incluindo o grupo respiratério pontino (Gang et al., 1991) o grupo
respiratorio ventral (Connelly et al., 1989) e o grupo respiratério dorsal (Voss et
al, 1990). Além disso, os neurbnios serotoninérgicos também enviam
projecdes para os motoneurénios do nervo frénico e do hipoglosso (Aldes et al.,
1988; Zhan et al., 1989). Assim, é razoavel propor que a agéo da leptina na
rafe através de receptores OB-R ocorra em neurénios serotoninérgicos.

O complexo pré-Boétzinger (PBC), também localizado na superficie
ventral do bulbo é um grupamento celular com atividade quimiossensivel
(Feldman et al., 2003) que apresentou marcacdes de receptores de leptina em
nossos resultados. O nucleo ambiguo e o nucleo facial, localizados na mesma
regidao também expressaram marcagdes indicando a possivel participagdo da
leptina nessas areas de controle ventilatério.

No nucleo do trato solitario, um importante centro de integragcéao entre as
informagbes provenientes dos quimiorreceptores centrais e periféricos, a
participacao da leptina parece estar vinculada as vias de controle metabdlico.
Sabe-se que o efeito anorexigéno da leptina ocorre através da ativacao de
receptores melanocorticotropicos (MC4) e da inibicdo do NPY no hipotalamo.
Estudos demonstraram que animais com bloqueio de receptores MC4
apresentaram respostas ventilatérias diminuidas em condi¢des hipercarbicas
(Polotsky et al., 2004). Essas informacdes levantaram a hipbétese de que o

efeito da leptina sobre a ventilacdo pulmonar, no NTS, pode ser mediado



através das vias hipotalamicas. Contudo, a presenca de receptores de leptina
no NTS, ndo nos permite descartar a possibilidade de uma acao direta.

Em sintese, os resultados demonstram que camundongos obesos
(ob/ob) apresentam déficits de respostas ventilatérias ndo somente em
condi¢oes hipercarbicas, como também em condi¢cbes hipdxicas e hiperoxicas.
Quando foram tratados com injecédo central de leptina e submetidos a condigéao
de hipercarbia (7%CO,) os mesmos apresentaram significativa melhora da
resposta ventilatéria, sugerindo uma possivel participacao dessa proteina nos
mecanismos centrais do controle ventilatorio. Além disso, diversos nucleos
envolvidos no controle da ventilacdo apresentaram marcacdées compativeis
com receptores OB-R, como por exemplo o lécus coeruleus, 0 nucleo palidus
da rafe e o ndcleo facial, sugerindo uma possivel via de acao direta da leptina

nos quimiorreceptores centrais.



Conclusdo



DE ACORDO COM OS RESULTADOS OBTIDOS PODEMOS CONCLUIR:

Camundongos obesos (ob/ob) apresentam diminuicdo nas respostas

ventilatérias em condigbes hipercéarbicas, hipoxicas e hiperdxicas.

Em condi¢des hipercarbicas (7% CO,), a dose de 10ug de leptina
administrada i.c.v. otimiza a Vg de camundongos obesos (ob/ob) apés 3

dias de tratamento.

O aumento da Vg durante o tratamento central com leptina é decorrente

da variacdo do Vt e ndo da fg.

A perda de peso corporal apresentada nos animais obesos tratados com

leptina foi significativa no quarto dia.

As marcagdes de receptores de leptina (OB-R) pelo método de
imunoperoxidase sugerem a presenca desses receptores nos seguintes
nucleos: NTS/Rostral e NTS/AP, RVL e NA, 7N, LC, PBL, RPa e RD no

tronco encefélico camundongos C57BL/6.



Resumo



Composta de 167 aminodacidos, a leptina € uma proteina produzida por células
de gordura, os adipocitos. Apresenta diversas fungbes, como o aumento da
atividade do nervo simpatico, indugdo de angiogénese e controle do peso
corporal. Além disso, diversos estudos tém associado a leptina com os
mecanismos de controle respiratério. Animais obesos apresentam depressao
ventilatéria quando submetidos a ambientes hipercaricos (elevagdo de COy).
Esse déficit de resposta foi associado a auséncia da leptina. Com o intuito de
melhor elucidar onde e como a leptina atua em relagao ao controle ventilatorio,
o presente estudo teve como principal objetivo avaliar as respostas ventilatérias
de animais obesos em diversas condigbes gasosas e verificar o efeito da
administracdo central de leptina sobre a ventilagdo, volume corrente e
freqliéncia respiratéria. Os possiveis locais de acdo dessa proteina também
foram avaliados através da marcacédo de receptores OB-R para leptina no
tronco encefélico. Nas diversas condi¢coes avaliadas, a ventilagdo em ml.Kg’
" min™" de camundongos normais e obesos foram significativamente diferente
(p<0,05). Sendo respectivamente, magros e obesos: 2.019+230 e 864+75
(normoxia); de 2.789+466 e 1.070x169 (hipdxia de 8%); de 1.860+203 e
833+43 (hiperdxia de 40%) e de 3.694+331 e 1.303x56 (hipercarbia 7%). A
gasometria também apresentou diferenga (p<0,05), A PCO; foi de 28.4+2.57
em camundongos normais e 44.6+6.6 nos ob/ob, o pH de 7.43+0.02 e
7.21£0,07. O tratamento com microinjegcdes diarias de leptina (i.c.v.) aumentou
a resposta ventilatéria dos animais obesos significativamente. Porém esta
resposta sé foi evidenciada apds o terceiro dia de administragdo central.
Receptores de leptina (Ob-R) foram identificados no nucleo do trato solitario,
l6cus coerulius e nucleo da rafe, regides associadas ao controle da ventilagéo.
Com esses resultados verificamos a participagao de leptina na modulacao das
respostas ventilatérias de camundongos obesos (ob/ob) em condi¢des
hipercarbicas.



Summary



Some obese patients with ventilatory sleep disturbances present elevated
plasmatic leptin concentrations. These elevated levels are associated with
resistance to leptin transport across the blood-brain barrier, which implies
insufficient leptin concentrations within this barrier and, thereby, a failure to act
against the sleep disturbances. Obese mice (ob/ob) provide a model for such
disturbances, since they have reduced ventilatory responses to CO,, since they
are unable to produce leptin. Their ventilatory responses to hypercarbia can,
however, recover after peripheral administration of leptin. As an alternative
procedure, we decided to evaluate the effects of intracerebroventricular (i.c.v.)
injection of leptin in hipercarbic condictions. To this purpose ob/ob mice and
lean mice were used, and ventilatory responses to hypercarbia were assessed.
Ventilatory responses were measured, using a plethysmographic method.
These measurements were performed during 4 consecutive days of central
leptin injection (10ug). Acid-base status and PaO, were also assessed,
withdrawing ~100pL of blood collected from the right carotid artery of the animal
for blood gas analysis. Pulmonary ventilation (mL-kg-'-min-') was different for
the lean and ob/ob mice (P>0.05). The data for pulmonary ventilation (mL-kg"
“.min™) in lean mice (mean+SE, n=7) were: 2.019+230 (normoxia); 2.789+466
(hypoxia 8%); 1.860+203 (hyperoxia 40%) and 3.694+56 (hypercarbia 7%). The
corresponding values for ob/ob mice were: 865+75 (normoxia); 1070116
(hypoxia 8%); 833t43 (hyperoxia 40%) and 1.303%= 56 (Hypercarbia 7%).
Likewise, the values for PaCO, and pHa were different in several conditions.
During normoxic, lean mice PaCO, were: 28.4+2.6mmHg and pHa = 7.4310.02,
while ob/ob mice had PaCO; = 44.6+6.6 mmHg and pHa = 7.21+0.07. In the
i.c.v treatment with leptin there was an increase of ventilation, but only 3 days
after the microinjection. The leptin treated animals had a ventilation of
6.1761347, while the mean for the sham-treated group was 3.450+£382. The
study indicates that intracerebroventricular leptin injections must be applied for
3 to 4 days to achieve a compensation for lacking leptin production. After the

compensation the ventilation improved substantially.
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ABSTRACT

Some obese patients with ventilatory sleep disturbances present elevated
plasmatic leptin concentrations. These elevated levels are associated with
resistance to leptin transport across the blood-brain barrier, which implies
insufficient leptin concentrations within this barrier and, thereby, a failure to act
against the sleep disturbances. Obese mice (ob/ob) provide a model for such
disturbances, since they have reduced ventilatory responses to CO,, since they
are unable to produce leptin. Their ventilatory responses to hypercarbia can,
however, recover after peripheral administration of leptin. As an alternative
procedure, we decided to evaluate the effects of intracerebroventricular (i.c.v.)
injection of leptin in hipercarbic condictions. To this purpose ob/ob mice and
lean mice were used, and ventilatory responses to hypercarbia were assessed.
Ventilatory responses were measured during sleep, using a plethysmographic
method, which minimized disturbances to the animal. These measurements
were performed during 4 consecutive days of central leptin injection (10ug).
Acid-base status and PaO, were also assessed, withdrawing ~100uL of blood
collected from the right carotid artery of the animal for blood gas analysis.
Pulmonary ventilation (mL-kg-'-min-') was different for the lean and ob/ob mice
(P>0.05). The data for pulmonary ventilation in lean mice (meantSE, n=7)
were: 2.019+230 (normoxia); 2.7891+466 (hypoxia 8%); 1.860+203 (hyperoxia
40%) and 3.6941+56 (hypercarbia 7%). The corresponding values for ob/ob mice
were: 865175 (normoxia); 1070116 (hypoxia 8%); 833143 (hyperoxia 40%) and
1.303%+ 56 (Hypercarbia 7%). Likewise, the values for PaCO, and pHa were
different in several conditions. During normoxic, lean mice PaCO, were:
28.4+2.6mmHg and pHa = 7.43+0.02, while ob/ob mice had PaCO; = 44.6+6.6
mmHg and pHa = 7.212£0.07. In the central treatment with leptin there was an
increase of ventilation, but only 3 days after the microinjection. The leptin
treated animals had a ventilation of 6.176+347 mL-kg™"-min™", while the mean for
the sham-treated group was 3.450+382 mL-kg"-min™". The study indicates that
intracerebroventricular leptin injections must be applied for 3 to 4 days to
achieve a compensation for lacking leptin production. After the compensation
the ventilation improved substantially.
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INTRODUCTION

As derived from the Greek word “leptos” leptin is a protein composed of
167 aminoacidos. Adipose tissues (adipocytes) are the principal producers of
this protein, that freely circulates in the plasma and crosses the blood-brain
barrier via specific receptors (Schwartz et al., 1996; Tartaglia 1997; Banks et
al., 2002). The best known function of leptin is to activate receptors in the
hypothalamic region, which inhibits the synthesis of the hypothalamic
neuropeptide (NPY), which reduces appetite and body weight (Schwartz &
Seeley 1997; Oliveira et al., 2005; Elmquist et al., 2005).

According to the literature, a large fraction of obese patients, who
hypoventilate and show apnea exhibit elevated plasmatic leptin levels
(Considine et al 1996; Young et al 1993). Oppositely, the cerebrospinal fluid has
reduced leptin levels, which indicates that the mechanism of leptin transport
across the blood-brain barrier is partly impeded. This situation is often referred
to as “resistance to leptin” (Caro et al., 1996; Phillips et al. 2000; Oztirk et al
.2003).

In addition, from regulation of ingestion of food, the role of leptin has
been investigated within various areas of physiology (Ahima & Osei 2004).
Recent studies report that leptin provides a potent stimulus to the sympathic
nerve system (Dunbar et al., 1997; Haynes et al., 1998). Since leptin is
produced by adipocytes, it also provides information on sexual maturity and
maintenance of the reproductive system (Ahima et al., 1996) and on the
immune system (Lord et al., 1998). Moreover, in cardiology leptin is considered
one of the factors that induce angiogenesis as describe by Sierra—Honigmann

et al., (1998).
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Leptin is also involved in control of pulmonary ventilation. O’'Donnell et al.
(1999) discovered that leptin is a modulator of ventilatory responses to
hypercarbia. Two groups of mice were compared: 1) lean wild type mice and 2)
obese mutant specimens, lacking leptin production (C57BL/6J-Lep®). The
ventilatory responses to hypercarbia were considerable reduced in the obese
mice, and this weaker response was already present in young ob/ob mice, that
had not yet evolved obesity, which suggest that the depressed ventilatory
responses are entirely dependent of leptin levels. This hypothesis was
confirmed later by O’Donnell et al. (2000), who injected leptin (i.p.) in obese
mice, which normalized ventilatory responses, and also lost weight.

Polotsky et al. (2004) evaluated ventilation in obese mice of the linage
Agouti Yellow (a mutation of melanocortin 4 receptors (MC4)) in hypoxic
conditions, but the ventilatory responses were the same in the two groups.
Based on the studies of O’Donnell et al (2000), Polotsky suggested that the

effect of leptin on ventilatory control is specific for hypercarbic conditions.

Some studies identified receptors (OB-R), which are specific for leptin
and located in the solitary tract and the reticular system of rats (Mercer et al.,
1998; Shioda et al., 1998). Elias et al. (2000) detected the expression of the Fos
protein after 2hs of intravenous administration of leptin (1 or 5 mg/kg) in various

parts of the brain of Wister rat, including the solitary tract.

On this background, central intracerebroventricular injection of leptin,
which is a useful tool, because the amount of leptin injected into the CSF is
quantitative and can be related immediate or progressive changes of ventilation.
Particularly, we wanted to evaluate the efficiency of leptin daily repeated

treatments, comparing the respective ventilatory responses in ob/ob mice
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during respiratory plethysmography. In addition, arterial blood gases (pHa,
PaCO,, PaO,, SO, and plasma [HCO3;] were measured under various

conditions.

METHODS

Experimental animals

Twenty mutant, obese male C57BL/6J-Lep®® mice from CEMIB — UNICAMP
and fourth wild-type male C57BL/6J mice from USP, Brazil were used in the
study. The study was approved by the Ethics Committee of University of Sao
Paulo n°069/2005. For surgical procedures anesthesia was induced by

intraperitoneal injection of 2,5mg/kg of tribromoethanol.

Plethysmography

Ventilation was measured, using a plethysmographic method as described by
Malan (1973). To measure, the animal was placed into a whole body
plethysmograph chamber, where it was free to move. The chamber was
calibrated with the animal inside, using a sample of 0,2 mL air. Minute
ventilation (Vg) is reported as the product of fg and Vr. Ventilatory

measurements was colleted during sleep.

Surgery and ICV administration procedures

Animals were anesthetized with intra-peritoneal injection of triboromoethanol
(1mL-100g™") and was then transferred to a stereotaxic apparatus. A 0.07 mm
stainless steel guide was implanted in the fourth ventricle of the brain with the

following coordinates of the Franklin & Paxinos (1997), relative to Bregma: -
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5.88mm posterior and 3mm down the skull surface. The proper position of the
i.c.v cannula was verified during surgery at the water column. After seven days
of recuperation, the animals received injections of leptin (10ug in 2ul of vehicle)
or only vehicle (PBS) for 4 days (Harris et al., 1997). The protein was acquired
in the company hormone National & Peptide Program (NHPP) located in

California-USA. The injection took place between 8 AM and 9 AM.

Carotid arterial catheterization and Blood gas analysis

The animals were anesthetized with tribromoetanol 2.5% adjusted to body
weight (1mL-100g™"). Aseptic conditions were applied to the right subclavian
region. A small incision permitted access to the carotid artery, after which a
catheter (PE10) was inserted into the vessel and secured with sutures.
Subsequently, the catheter was exteriorized and secured to the dorsal skin of
the animal. The catheter remains filled with heparine (200 U.l.-mL™) until the
moment for sample. Upon recuperation (24h) arterial acid-status and PaO.

were measured, using the OMNI-C analyzer from Roche Diagnostics, Austria.

Statistical Analysis

Ventilatory responses were evaluated by one-way and two-way ANOVA, in
various conditions and after treatment with leptin respectively. Both followed by
post test of Bonferroni’s. Acid-base status and PaO, were analyzed using non-
parametric T - test, while the individual data were analyzed by one way ANOVA,

followed by post test Tukey’s. The significance level was taken as: P< 0.05.
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RESULTS

Both lean and obese animals increased ventilation when exposed to
hypercarbia (7% CO.) in relation to control (Fig. 01), but this increase was 83%
in lean mice, while the ob/ob mice increased ventilation by only 50%. In
normoxic conditions (20.95 % Og), the absolute values for ventilation were
2.019+230 for lean mice and 864+76 (mL.kg™".min™') in ob/ob mice. This results
is related to a reduced of the tidal volume V1 - 67% reduced in ob/ob mice,
whereas respiratory frequency (fg) was the same in ob/ob and lean mice (Fig.
01). In this context, the animals received one central leptin microinjection per
day during 4 days. Until 3 days of treatment there was no significant change in
ventilation, but on the 4™ day large increases of Ve and Vr suddenly occurred
(AVE of 3.091 ml.kg1.min™ and AV7 of 8.7ml.kg™) (Fig. 02). As expected, during
treatment with leptin was observed significant reductions of body weight (-9,69),
while the sham group lost only 2g (Fig. 03). The blood gases analyzed (PaOa,
PaCO,, pHa, Hb-O, saturation and bicarbonate) for lean and ob/ob mice are
shown in Tab. 01. The Tables 2 and 3 provide information on blood gases in

mice under various conditions, including hypoxia, hypercarbia and hyperoxia.

DISCUSSION

As in the studies of O’Donnel et al. (2000) we confirm that obese mice
pulmonary ventilation is limited, since Vt is reduced, when compared to that of
lean mice. Further, the ventilatory responses of these ob/ob mice to hypercarbia
and hypoxia are reduced, when compared to lean mice. Carbon dioxide
stimulates both central and peripheral CO./H*-receptors, and the central drive

accounts for the major part of the ventilatory response (Sundin et al., 2007).
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The earliest discovered receptors were the groups located in a bilateral
position on the ventral side of the medulla oblongata. Recently, many other
regions have been added to the list of chemoreceptive sites, and these include
the retrotrapezoid nucleus, locus coeruleus and the caudal medulla raphe
(Biancardi et al., 2007; Guyenet et al., 2005; Nattie 2001;). In mammals,
inhalation of 7% CO. will, within few minutes, provoke a highly significant
increase of pulmonary ventilation, based on the stimulation of both CO, and H*
receptors (Harada et al., 1985; Hlastala et al., 1996). In spite of the presence of
chemoreceptors, the juvenile ob/ob mice that continue lean have reduced
responses to the CO, stimulus, probably because the leptin is not produced.
This strongly indicates that leptin is an integral component of the normal

respiratory control in mammals.

After intracerebroventricular treatment with leptin, the ob/ob mice
responded well to hypercarbia, and in some cases the ventilatory responses
would exceed that of the lean mice. In the study by O’'Donnell et al. (1999)
based on intra-peritoneal injection and our study based on central application,
the improvement by leptin application was not immediate, since treatments for
three days were needed to normalize the ventilation response of the animals.
Up till now, the possible mechanism of the action of leptin in relation to central
chemoreceptors has not yet been clarified, and explication of the delayed effect

of treatment is still missing.

It is, however, known that the structure of leptin is similar to that of
cytokine and interacts with specific receptors that are distributed within the brain
(Zhang et al., 1997; Ahima et al., 2004), but it is not yet clear, if leptin acts

directly or indirectly in regions involved in control of ventilation. Leptin receptors
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have already been identified in some regions that are chemoreceptive such as
the parabrachial nucleus superior lateral division, cerebellum and the dorsal
raphe nucleus (Elmquist et al., 1998). However, more studies are necessary to

find out where and in which way leptin modulates ventilation.

As expected, in relation of leptin acts on the food intake and regulation of
body weight (Schwartz & Seeley, 1997; Igbal et al., 2000), our obese mice lost
weight with the central leptin treatment. This weight loss during the first 24hs of
treatment was, however, not as impressive as in the study by Rahmouni et al.
(2002), who injected leptin into the lateral ventricle of ob/ob mice, which caused
a weight loss of no less than 4g during the first 24hs of treatment. Our animals
lost 2.6g in 24hs, which might be a consequence of the site of application (IV

ventricle), which is distant from the receptor sites in the hypothalamus.

In the acid-base status, the ob/ob mice had the same profile as obese
individuals, i.e. hypoventilation and hypercapnia. This increase of PaCO, is
common in patients with sleep apnea. These patients have a very high level of
circulating plasma leptin, and when they are treated with non-invasive positive
pressure (CPAP or BIPAP), the ventilation as well as the circulating leptin levels
return to the normal values (Chin et al., 1999; Yee et al., 2006). This suggests
that leptin modulates the respiratory drive in patients with OSA (Phipps et al.,
2002). We would like to point out that the circulating leptin level in patients with
apnea, independent of body mass and age, are significantly higher than levels
in nonapneic. Moreover, there is a positive relationship between leptin
concentration and the severity of OSA (Oztirk et al, 2003). With these
informations, we find that ventilatory disturbances in the obese animal

correlates with leptin and, thereby, influences the central ventilatory control.
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Nevertheless, the mode of interaction between leptin and central respiratory
drives has to be better clarified.

As a conclusion, our data address the role of leptin on pulmonary
ventilation in obese mice (ob/ob). In hypercarbic conditions a dose of leptin
(10ug) injected into the IV™" cerebral ventricle had no effect for the first three
days of treatment, but ventilation increased considerably on the fourth day of
treatment due to increases of tidal volume. In this way, we suggest that leptin
treatment of ventilation in ob/ob mice depends not only on the inject amount but

also on the duration and persistence of the treatment.
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Fig. 01: Ventilation of obese (C57BL/6J-Lep®™) and lean mice (C57BL/6). (*) denote significant difference
between lean 20.7g+0.8; n=7 and obese mice 55.2g+1.5; n=5. (#) denote significant difference between the
various conditions. ANOVA One-way followed by post test Bonferroni’s.
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Fig. 02: Ventilation of obese (C57BL/6J-Lep®®) mice. Two groups: PBS n=5, 37g+0,6 and Leptin n=5
38,89+0,6. (*) denote significant difference between the groups. ANOVA two-way followed by post test

Bonferroni’s.
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Fig. 03: Body weigth in obese mice (PBS and Leptin groups). (*) denote significant difference between

the groups. ANOVA two-way followed by post test Bonferroni’s.

Table 1: Blood gases in normoxic conditions.

Lean Obese

PO; mmHg 98.65 + 5.15 102.2 = 6.95
PCO2 mmHg 28.43 = 2.57 44.64 + 6.64 *
pH 7.43 £ 0.02 7.21 = 0.07 *
Sat 0% 92.18 + 1.34 86.14 + 2.13 *
tHb 13.09 = 0.31 14.20 = 0.51
Hct 34.45 + 0.86 36.64 + 1.73
HCO3- 20.63 = 0.93 16.38 = 2.14 *

Note. * Significant difference (P < 0.05) between lean 18.17g+0.79 (n=7) and obese mice
51g+1.79 (n=5). Values mean + SE was evaluated by T-test.
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Table 2: Blood gas measurements in lean mice.

PCO;

PO, mmHg mmHg

pH Hb S0, % Hct % HCO5’

21% O, 95.6 £4.9 296+2.4 7.40%+0.02 13.0%£0.35 91.6+1.4 34.7 £1.03 21.1+0.9

10% O, 492140" 28.6+1.5 7.43+0.02 10.7+039* 579+29* 273+1.06* 20.8%1.04
8% O, 423+3.4"* 256+1.3 7.40%+0.02 129%0.71 272+202* 18.7%1.23
40% O, 2056+6.3* 326f1.8 7.34+0.02 108+0.37* 975+02* 28.1+093* 178+1.12~
4% CO, 1256 +46* 4222+15" 726%+0.02* 94+0.36" 924104 242+09* 179%1.08~

7% CO, 139+53* 491+1.0* 7.19+0.05* 98041~ 92.0+x04 26.1£091* 184£0.76

Note. (*) Significant difference of the control (21% O,). Mean £ SEM, n=7 with 18.17g £ 0.79 weight body. ANOVA One-way followed by post test Tukey’s.



Table 3: Blood gas measurements in obese mice.

PCO,

PO, mmHg mmHg

pH Hb SO, % Hct % HCOy

21% O, 102,2+6.9 446 +6.6 7.21 £0.07 142+050 86.1+213 36.6+1.73 16.4+2.14
10% O, 57.8+59"* 39.5+3.6 7.18 £0.07 12.8+0.05 595+33* 313+131* 149+2.18
8% O, 549+89* 33.1+258 7.17%0.03 12.8 £1.03 66.2+9* 305+211* 13.2+1.63
40% O, 246+9.35* 40 +£3.23 7.10 £ 0.06 13.0 £ 0.61 95.8+0.68 33.4+1.75 12.6+23
4% CO, 162.8+99* 554+271 7.00+£0.07* 124+061* 916+132* 31.6+1.61 11.9+2.34

7% CO, 1521 +56* 69.6+6.15* 7.00+£0.05* 126+0.74* 90+0.64" 33.2+17 13.2+1.75

Note. (*) Significant difference (P < 0.05) of the control (21% O,). Mean + SEM, n=5
with 51g % 1.79 weight body. ANOVA One-way test followed by post test Tukey’s.
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