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RESUMO

A anoxia neonatal considerada relevante condicao clinica mundial e vem sendo
estudada no laboratério de Neurociéncias, ICB-USP, desde 2008. Agressdes em
periodos criticos de maturacdo do organismo, em especial do sistema nervoso, devido
a sua alta demanda metabdlica, podem modificar ou mesmo comprometer eventos
ontogenéticos com complicacBes persistentes na vida adulta, sendo relacionada a
retardo cognitivo e comportamental, tais como: epilepsia, déficit de atencéo,
hiperatividade, problemas de aprendizado, entre outros. Em ratos adultos ocorreu
morte neuronal por apoptose e necrose, decréscimo da neurogénese e do volume no
hipocampo apé6s andxia neonatal. Experimentos comportamentais evidenciaram
alteracbes também na capacidade de aprendizagem, navegacao espacial e
ansiedade. Foi observado, que esse estimulo provoca retardo no desenvolvimento
sensorio-motor, além de ganho de peso em relacdo ao controle, e aumento do
diametro rostro-caudal e naso-anal. A fim de avaliar as causas de alteragOes
somaticas e de desenvolvimento, decidiu-se aprofundar, neste estudo, a analise da
relagdo do hipotalamo e da leptina com as mesmas, e com 0 metabolismo energético
assim como, com o0 crescimento do organismo. Para tanto, foram utilizados
camundongos leptin reporters, 0S quais apresentam 0s receptores para leptina
naturalmente fluorescentes. Foi adaptado modelo para inducdo de andxia em
camundongos machos por meio de testes de avaliacdo da ontogenia de reflexos; da
pressdo de oxigénio no sangue; da frequéncia cardiaca e dos niveis na Escala de
Apgar. Tais testes evidenciaram prejuizos dos animais anoxiados no aparecimento
dos reflexos de aceleracao, geotaxia negativa, recuperacao de decubito e resposta ao
susto; diminuicbes significativas de pressdo de oxigénio e batimentos cardiacos
durante periodo de exposicdo ao ambiente andxico, além de niveis indicativos de
auséncia de oxigénio quando avaliados os fatores que compde a escala de Apgar, em
relacdo aos animais controle, validando o modelo para este estudo. Em seguida, foram
analisados grupos andxia macho e fémea e controle macho e fémea com relacdo a
parametros corporeos durante 60 dias de vida dos animais. Foi evidenciado que a
anoOxia neonatal afeta os parametros de maneiras distintas, porém em todas as
andlises, o grupo andxia macho apresentou dimensdes aumentadas em relagdo aos
outros grupos. Quando comparada a co-localilzacdo de fos com receptores de leptina
fluorescentes ativados, os resultados obtidos sugerem que apesar de néo ter sido
detectado diferenca de valores de leptina circulante no sangue, houve alteracédo de
peso corporeo nos animais andxia, em relacdo ao seu controle, o que se atribui a
possivel resisténcia dos receptores de leptina dos ndcleos arqueado e dorsomedial,
hip6tese que deve ser explorada em experimentos futuros. .

Palavras-chave: andxia neonatal, desenvolvimento somaéatico, metabolismo

energeético, leptina, hipotalamo



ABSTRACT

Neonatal anoxia is considered a relevant clinical condition and has been studied
in the Neuroscience Laboratory, ICB-USP, since 2008. Damage caused to an
organism during its maturation, particularly the damage that affects the high-metabolic
nervous system, can modify or even compromise ontogenetic events with persistant
complications in adulthood. Such complications are related to cognitive and behavioral
retardation, and some known examples are: epilepsy, attention deficit, hyperactivity
and learning problems. In adult rats, neuronal death occurs due to apoptosis, necrosis,
decreased neurogenesis and decreased volume in the hippocampus after neonatal
anoxia. Behavioral experiments also revealed changes in learning ability, spatial
navigation and anxiety. It was also observed that neonatal anoxia causes delay in
sensorimotor development, besides weight gain in relation to the control, and increase
in the rostrocaudal and naso-anal diameter. In order to evaluate the causes of such
somatic and developmental changes, this study analyzed the relationship between the
hypothalamus and leptin, as well as their relationship with energy metabolism and the
growth of the organism. Leptin reporter mice were used, which present naturally
fluorescent leptin receptors. The anoxia model was adapted for male mice by means
of the following tests: evaluation of the ontogeny of reflexes, the oxygen pressure in
the blood, the heart rate and the levels on the Apgar Scale. These tests revealed
damages to the anoxic animals by the appearance of different reflexes: acceleration,
negative geotaxis, recovery of decubitus and response to scare; there was significant
decrease in oxygen pressure and heart rate during exposure to the anoxic
environment, in addition to levels in the Apgar scale which are indicative of oxygen
absence when contrasted with control. Male and female anoxic groups and control
were analyzed with respect to body parameters for a period of 60 days, and evaluated
of leptin levels, Nissl staining and c-fos cell count by stereology performed. It was
verified that neonatal anoxia affected the parameters in different ways, but overall the
male anoxic group presented increased dimensions in relation to the other groups.
Results obtained from the co-localization of fos and activated fluorescent leptin
receptors suggest that, although it is not possible to observe differences in leptin values
in the blood, the change in body weight of anoxic animals was due to a lack of activation
of leptin receptors in arched and dorsomedial nuclei, suggesting a resistance to the
effects of this hormone, hypothesis that should be explored in future experiments.

Key words: neonatal anoxia, somatic development, energy metabolism, leptin,

hypothalamus
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1. INTRODUCAO

O oxigénio é essencial para vida aerobica (PERRONE et al., 2017) e seu déficit
no periodo perinatal pode causar lesdes neuroldgicas, convulsdes, alteracdes
comportamentais e, em casos extremos, levar a 6bito (GRAHAM et al. 2008). O
desenvolvimento cerebral € influenciado por diversos eventos, sendo eles pré-natais,
intraparto ou pos-natais, podendo afetar os sistemas neurais e psicofisiolégicos
relacionados as emocoes, fungdes cognitivas especificas (como atencdo, memaria) e
habilidades de linguagem (GIANNOPOULOU et al., 2018).

Existem diversas terminologias utilizadas para descricdo do déficit de oxigénio,
sendo elas pouco distinguiveis na prética clinica, porém de importancia técnica. A
hipoxia refere-se a baixo teor de oxigénio no sangue, enquanto a isquemia representa
reducdo do fluxo sanguineo tecidual. A isquemia, por sua vez, pode ser parcial ou
completa em extensédo e pode ser focal ou global na distribuicdo. Em contraste, a
asfixia indica um comprometimento das trocas gasosas e é caracterizada por anoxia
e extremos de hipercarpnia (LAPTOOK, 2016). Nesse projeto adotamos o termo
anoOxia neonatal, como privacédo severa do fornecimento de oxigénio no momento do
nascimento, sendo uma causa prevalente de mortalidade e morbidade, constituindo
importante problema publico frente as sequelas neurolégicas comumente observadas.

O processo do nascimento ja pode ser associado a leve asfixia, onde ocorre
diminuicdo da presséo de oxigénio circulante, porém, ndo causa danos ao neonato.
Quando alterados fatores, como por exemplo quando o cordao umbilical se enrola na
crianca durante o parto, quando a placenta se separa prematuramente, interrompendo
o fluxo de oxigénio ao bebé, quando sedativos dados a mée atravessam a placenta e
interferem na respiracéo ou se 0 muco ingerido durante o parto ficar preso a garganta
do recém-nascido, ha um aumento da predisposi¢do do neonato a les6es decorrentes
dessa privacdo excessiva e patologica (GLUCKMAN et al., 2001; JOHNSTON et al.,
2002).

E sabido que o recém-nascido tolera mais a falta de oxigénio que adolescentes
e adultos, porém quando a respiragao € interrompida por mais de 3 ou 4 minutos é
possivel o aparecimento de danos cerebrais permanentes no individuo (SHAFFER e
KIPP, 2012).
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A anodxia neonatal, considerada condic&o clinica mundial e relevante no Brasil,
vem sendo estudada no laboratorio de Neurociéncias, ICB-USP, desde 2008. Tal
condigcéo afeta cerca de 0,2% das criancas nascidas a termo, chegando a 60% em
bebés prematuros com baixo peso corporal (VANNUCCI; VANNUCCI, 1997). Esses
dados configuram a importancia do desenvolvimento de modelos animais para estudo
dos fatores e mecanismos envolvidos nessa injuria, assim como possibilita a busca
por técnicas ou procedimentos que possam contribuir para amenizar ou diminuir as

complicacBes dai advindas.

1.2 REVISAO HISTORICA - MODELOS DE ANOXIA NEONATAL

Para entendimento mais amplo do tema foi avaliada a evolucao temporal dos
modelos relacionados a anoxia neonatal a partir da descoberta do oxigénio e de sua
relevancia organica, bem como as avaliacGes sobre causas e efeitos de sua privagao
para a vida.

A importancia do oxigénio para a vida é condicao crucial descrita por Aristoteles
(384-322 a.C.), quando observou que o ar no alto das montanhas nao era ideal para
a vida (COURVILLE, 1947). A descoberta desse gas ocorreu entre 1772 e 1774 por
Carl Wilhelm Scheele (1742-1786) e Joseph Priestley (1733-1804), sendo
denominado oxigénio por Antoine Lavoisier (1743-1794). Os romanos, destacando
Marcos Vitruvio (COURVILLE, 1947), foram talvez os primeiros a observar sua relagao
com a chama da vela para identificar condicdo adequada a respiracdo em minas
longas e profundas; caso a chama continuasse acesa era evidéncia de que o ambiente
continha suficiente oxigénio para manutencgéo da vida.

A partir de entdo, diversos pesquisadores observaram as caracteristicas do
quadro de ‘sulfocatione’ (John Chenk, 1644); Thomas Platter (1574-1628); Jean
Riolan (1577-1657); Thomas Bartholin (1616-1680); Richard Lower (1631-1691);
Johann Jakob Wepfer (1620-1695) e Charles Bonnet (1720-1793); O fisiologista
britanico Sir Joseph Barcrof (1920) foi provavelmente um dos primeiros a definir
algumas propriedades para o fenbmeno da andxia, previamente denominada como
sufocacao do recém-nascido por (Roederer, 1760, asphyxia neophytorum por Ehrhart
entre 1785/1789, asphyxia neonatorum por Regnier em 1789 e morte aparente do
recém-nascido por Lofler em 1792). O tema passou a ser abordado com modelos de
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experimentacdo animal no decorrer do século XX, em diferentes espécies: Windle
(1942/43) com cobaias, Morrison (1946) com cachorros e macacos, Campbell et al.
(1968) com coelhos, e entdo, Rice et al. (1981), Levine (1960), Hershkowitz et al.
(1983), Nyakas et al. (1991), Takada et al. (2011) e outros com estudos em ratos.



Tabela 1. Sumario de alguns Modelos de andxia e suas caracteristicas conforme revisao descrita

evaluation by pulseoximetry,

arterial gasometry and Fos-IR

Pesquisador Ano [Titulo Animal Idade (PN) Método
Effects of anoxia at birth on the Prévio ao Clampeamento do vaso uterino ou pequenas incisdes no Utero em tempos
Windle, 1942 [central nervous system of the Guinea Pig . . P - pea P
. . nascimento variados de andxia.
guinea pig
. . ._|Cachorros Camara de aco e vidro com nitrogénio 50% ou gds introduzido através de
. Histopathologic effects of anoxia - . . . . . o .
Morrison 1946 N&o descrito |mascara acoplada ao focinho do animal. Animal exposto a andxia por dias
on central nervous system .
macacos consecutivos.
Levine 1960 Anoxm-lschemlc Encephalopathy Ratos Fémeas de 100 ngaga.ONda car,ot.lca, c)ln<?le a dIFEIt.z’:\ eraAls.oIada e a esquerda, cortada; a
in Rats a 300 gr exposicao ao 6xido nitrico e ao nitrogénio.
The effect of pretreatment with
entobarbital, meperidine, or A . . . . .
P . P Menos de 48h | Camara semi-hermética mantida entre 36 e 392C, inflada com ambiente em
Campbell et al. 11968 |hyperbaric oxygen on the Coelhos 3 . o . . . . .
. pds natal nitrogénio a 35L/min por 2 minutos e 1,5 I/min por mais 8 minutos.
response to anoxia and
resuscitation in newborn rabbits
The effects of postnatal anoxia
. on behaviour and on the o L, . A .
Hershkowitz et . . No primeiro dia pds natal, o animal era colocado em uma camara de vidro
1983 |muscarinic and beta-adrenergic |Ratos PN1 , . L I .
al. . . com entrada e saida de gds e exposto a gas nitrogénio 100% por 25 minutos
receptors in the hippocampus of
the developing rat
Impaired Learning and Abnormal
Open-field Behaviours of Rats O animal, entre 2 e 4 dias pds-natal, era colocado em cdmara com entrada e
Nyakas et al. 1991 |After Early Postnatal Anoxia and |Ratos PN2a4 saida de gas nitrogénio 100% por 20 minutos e a temperatura ambiente a 28
the Beneficial Effect of the oC.
Calcium Antagonist Nimodipine
Vannucci et al. 11997 A mode.l of p.erinatal hypoxic- Ratos PN 7 Ligad.ura dzi artéria. carc')Atic.ia unilatera.l,, seguida dfe lAwipéxia sistémica produzida
ischemic brain damage pela inalagdo de Nitrogénio com equilibrio de oxigénio a 8%.
A modified rat model of neonatal
Takada et al. 5011 anoxia: Development and Ratos PN2 Camara semi-hermética aquecida a 372C por 25 minutos em ambiente a 100%

de nitrogénio gasoso, fluxo de 3L/minuto a pressido de 101,7 kPa.
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Desde 2008 foi desenvolvido e adaptado um modelo animal de andxia em ratos
Wistar neonatos no Laboratorio de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias Biomédicas
— USP (TAKADA et al., 2011), por ser global e ndo invasivo, com o qual se tem
buscado caracterizar o modelo em diferentes aspectos.

1.3 EFEITOS DA ANOXIA NEONATAL

Agressdes em periodos criticos de maturagdo do organismo, em especial do
sistema nervoso, devido a sua alta demanda metabdlica (OLIVERIA-ALONSO et al.,
2007) podem modificar e mesmo comprometer eventos ontogenéticos com
complicag@es persistentes na vida adulta (MORGANE et al., 1993). A anOxia neonatal,
clinicamente, tem sido relacionada a retardos cognitivos e comportamentais, tais
como: epilepsia, déficit de atencao, hiperatividade e problemas de aprendizado.

Estudos prévios deste laboratério com o modelo proposto para ratos
encontraram prejuizos decorrentes desse estimulo em populacdes gliais
(ALLEMANDI, 2011) e neuronais dessa regido em animais com 7 dias de vida pos-
natal, morte neuronal por apoptose e necrose através de Transmission eléctron
microcopy (TEM ANALYSIS) (TAKADA et al., 2011, 2015) e decréscimo da
neurogénese e do volume no hipocampo apdés andxia neonatal demonstrada pelas
técnicas de Fluoro-Jade B (FJB) em CA2-3 e Terminal Deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nich and labeling assay (TUNEL) em CAl e DG em regides do
hipocampo com o animal de 2 dias de vida (TAKADA et al., 2015).

Experimentos comportamentais evidenciaram que a anoOxia neonatal altera
também a capacidade de aprendizagem e memoéria (DELL’ANNA et al.,, 1997;
CANNON et al., 2002; CAPUTA et al., 2005; ROGALSK et al., 2006; BUWALDA et al.,
1995; ITO, 2010; TAKADA et al., 2015).

As consequéncias da privacdo de oxigénio estéo relacionadas a alteracdes no
metabolismo energético, desequilibrio acido-base, acumulo de espécies reativas de
oxigénio e de aminoéacidos excitatdrios no espaco extracelular, perda do equilibrio de
agua celular, processos inflamatérios e inicio de apoptose (LOIDL et al., 2000).

Foi observado, também, que esse estimulo provoca retardo na ontogénese da
instalacdo de reflexos neonatais e no desenvolvimento sensorio-motor, além de ganho

de peso em relagédo ao controle e aumento dos diametros rostro-caudal e naso-anal,



21

evidentes ja nas primeiras semanas de amamentacao e que persistiram até a vida
adulta (VASCONCELOS, 2013; KUMAR, 2017).

Portanto, a fim de avaliar as possiveis causas de alteracbes sométicas e de
desenvolvimento, decidiu-se aprofundar neste estudo a andlise da relacdo do
hipotdlamo com as mesmas, estrutura diretamente relacionada com o
desenvolvimento do animal e o metabolismo energético, sendo utilizados
camundongos leptin reporters, nos quais 0s receptores para leptina apresentam
fluorescéncia sem necessidade de técnicas especificas. Para tal se fez necessario a

validacdo do método de andxia neonatal nesses animais.

1.4 HIPOTALAMO E LEPTINA

O hipotdlamo, além de constituir regido integradora dos sistemas nervoso,
autonémico, enddcrino e imunoldgico, possui intima relacdo com o metabolismo
energético. Este é evidenciado pelas vias eferentes do complexo nuclear hipotalamico
(nucleos paraventricular e supra-optico) a neurohipéfise e pelos fatores de liberacéo
gue controlam a producao hormonal da adeno-hipofise (LUNDY—-EKMAN, 2004, p.
353 a 477).

Possui participacdo na manutencdo da homeostase; expressdo emocional de
prazer, raiva, medo e aversao; regulacdo dos ritmos circadianos; regulacao
endocrinolégica do crescimento, metabolismo e dos 6rgaos reprodutivos assim como
do comportamento alimentar, assunto de interesse neste projeto, (LUNDY-EKMAN,
2004, p. 353 a 477).

Ambas as porc¢des hipofisarias desempenham relevancia metabodlica exercem
influéncia emocional e de desenvolvimento somatico, assim como atuam nas
respostas comportamentais, tais como: fome, saciedade, sede e comportamentos
reprodutivos e defensivos (MORRISON; MADDEN, 2014; WEE ET AL., 2015), Os
peptideos de vasopressina e oxitocina, por exemplo, mamiferos podem atuar como
mediadores do sistema nervoso central de comportamentos sociais, incluindo cuidado
parental, pareamento, cognicdo social e agressao (YOUNG; WANG, 2004; MEYER-
LINDENBERG ET AL., 2011). A regido hipotalamica compreende a porcao ventral
desde a lamina terminal até o plano vertical posterior aos corpos mamilares e abaixo

do sulco hipotalamico até a superficie pial do assoalho do terceiro ventriculo, em ratos.
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(PAXINOS, 2004). A relacdo do hipotdlamo com o peso corporeo foi inicialmente
observada em experimentos com lesdes bilaterais e efeitos antagdnicos dependendo
da regidao envolvida: na regido lateral causaram anorexia em ratos, enquanto lesdes
na porcao ventromedial induziram aumento na ingesta alimentar, tornando o animal
obeso (HETHERINGTON; RASON, 1940).

A area de interesse que abrange o comportamento alimentar € composta,
principalmente, pelos ndcleos paraventricular, dorso e ventro-medial e arqueado,
esses dois Ultimos, como demonstrado na Figura 1, apresentam neurdnios

responsivos a leptina.

VMHvI’ J
» . -/

© . /pSTAT3.ir
— leptin ip.

Figura 1. Distribuicdo dos neurdnios responsivos a leptina nos nicleos VMH e Arc, visualizados por
fosforilagdo de STAT3 imunorreativa induzida por leptina. 3V= Terceiro ventriculo; Arc=
nacleo arqueado; VMHdm= subdivisdo dorsomedial do VMH. Escala: 400 um. (DONATO JR.
et al., 2011).

O aumento da adiposidade tem sido associado aos elevados niveis de leptina
circulante em relagédo ao normal, horménio chave na regulagéo do peso corporal, pois
sua presenca diminui a ingestdo de alimentos e aumenta o gasto energético
(BALLAND; COWLEY, 2015).
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A leptina, proteina composta por 167 aminoacidos, possui estrutura semelhante
as citocinas, do tipo interleucina 2 (IL-2) (ROMERO; ZANESCO, 2006), sendo
produzida primordialmente pele tecido adiposo (LEME, 2010; BADO et al., 1997,
MUNZBERG; MORRISON, 2015). Entre suas funcdes, est4 o controle da ingestédo
alimentar por atuacdo em células do hipotalamo, onde inibe a formacdo dos
neuropeptidios orexigenos como o neuropeptidio Y (NPY) e a proteina relacionada a
agouti (AgRP ou agouti-related protein). Ela circula em niveis proporcionais a gordura
corporal e atua como um sinal para o cérebro da quantidade de energia armazenada
(PARK; AHIMA, 2015).

A leptina ndo é apenas crucial para a regulacdo da ingestdo de alimentos e
manutencdo da homeostase energética, mas funciona como imunomodulador,
interage com o circuito sono-vigilio e regula o comportamento sexual junto com a
funcao reprodutiva. Alguns pesquisadores acreditam que também desempenha papel
na cognicdo, memaria e humor (JOHNSTON et al., 2011; LU et al., 2006). Este ritmo
diario esta sob influéncia hormonal e € dependente do sexo e da disponibilidade
energética (RIBEIRO et al., 2007).

Os receptores de leptina sao codificados pelo gene diabetes (db) e pertencem
a superfamilia de receptores de citocinas classe | (LEE et al., 1996; TARTAGLIA et
al., 1995). Splicing alternativo do gene db gera 6 isoformas do receptor da leptina, Ob-
Ra - Ob-Rf. Ob-Re sendo a forma de receptor solUvel, ligando a leptina circulante e
afetando sua estabilidade e disponibilidade (GAVRILOVA et al., 1997; YANG et al.,
2004). As isoformas curtas sédo consideradas principalmente envolvidas endocitose e
transporte de leptina através do sangue-cérebro barreira (BANKS et al., 1996; TU et
al., 2007).

O receptor OB-Rb, de forma longa, pode ser abundantemente encontrado
principalmente no hipotdlamo, nos nucleos arqueado, paraventricular e ventromedial,
além da area hipotalamica lateral (FUNAHASHI et al., 2000), conforme demonstra
figura 2. O ndcleo arqueado apresenta maior concentracdo dos receptores de leptina,
também detectados no nucleo ventromedial e dorsomedial do hipotalamo
(SCHWARTZ et al., 1996a).
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Figura 2. Circuito da leptina. Regulagédo neuroendoécrina dos circuitos hipotalamicos
relacionados ao apetite (REICHENBACH et al., 2012).

O ARC abriga os neurdnios AgRP e POMC, que por sua vez integram
informacdes hormonais. A grelina aumenta o apetite pela ativacdo dos neurdnios
AgRP que subsequente inibe os neurénios POMC através de elementos GABAérgicos
inibitérios. Tanto a leptina quanto a insulina inibem os neurdnios AgPR. Os receptores
de grelina estdo presentes no VMH e no DMH, mas a funcdo dos recptores é
desconhecida até o momento. Os neurénios POMC no ARC suprimem o apetite e sao
ativados pela leptina e inibidos pela insulina. Os neurbénios GABAérgicos que
respondem a leptina sdo encontrados no DMH, LH e ARC e desempenham um papel
mais importante na obesidade do que os receptores de leptina nos neurénios POMC.
Os neurbnios do POMC recebem um forte impulso glutamatérgico do VMH, que

aumenta a atividade do POMC e suprime o apetite, mecanismo pelo qual o VMH pode
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induzir a saciedade e quando lesionado resultar em obesidade. A leptina também
ativa os neurbnios VMH para suprimir o apetite, aumentando o estimulo
glutamatérgico excitatdrio para os neurénios POMC ou aumentando a sinaliza¢do do
BDNF no VMH, embora o mecanismo pelo qual o BDNF previne a obesidade
permanece desconhecido. A insulina reduz o disparo neuronal do receptor de insulina
VMH, que por sua vez reduz o estimulo excitatério nos neurdnios POMC e restringe a
saciedade. Ha uma populacdo transitéria de NPY no DMH que aparece durante
periodos de balanco energético negativo, como jejum prolongado, restricao calérica
ou lactacéo e aumenta o apetite. O DMH contém uma populacao de neurdnios GABA
do receptor da leptina, que inibem o disparo neuronal POMC no ARC e suprime o
apetite. No hipotadlamo lateral, os neurbnios da orexina estimulam a ingestdo de
alimentos, influenciando o sistema de melanocortina no ARC e também aumentando
as propriedades recompensadoras dos alimentos no VTA. (REICHENBACH et al.,
2012).

Em suma, a leptina, quando circulante, inibe neurénios NPY do nucleo Arc que
inervam o nucleo PVN. Simultaneamente, ela ativa neurénios no nucleo DMH que
também convergem ao nucleo PVN em neurdnios que ativam projecdes eferentes ao
sistema neurovegetativo e a glandula hipéfise, e também ativa neurénios no nucleo
VMH que convergem nas areas AHA/SPVZ, com densa aferéncia do nucleo
supraquiasmatico e projecao para o nucleo DMH (ELMQUIST et al., 1998).

A ligacdo da leptina ao seu receptor estimula a sintese de neuropeptidios
anorexigénicos como POMC, a-MSH, CRH e CART que provocam a sensacdo de
saciedade. Quedas na concentracdo de leptina aumentam a producéo de NPY e MCH,
gue estimulam o comportamento alimentar, diminuindo o metabolismo (GERBASI et
al., 2012). O hipotdlamo regula a ingesta alimentar, a homeostase da glicose e o
metabolismo energético. A falta de leptina circulante, aumenta o0s riscos de
aterosclerose, obesidade, diabetes tipo 2 e o0 surgimento de doencas
neurodegenerativas. No hipocampo, o aumento de leptina promove neurogénese e
sinaptogénese, facilitando o aprendizado e a memoria. A ativacéo das vias PI3K/Akt,
JAK, TAT e mk/sirt, promovem sobrevivéncia neuronal e reducéo do clearance de AB
e da fosforilacdo de Tau. Observa-se que a Leptina também exerce influéncia na
sobrevivéncia neuronal, além da neurogénese e sinaptogenese (MARWARHA,
GHRIBI, 2012).
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Estudos recentes indicam que a leptina pode circular na forma livre, ou ainda
ligada a receptores soluveis (Ob-Re), que parecem postergar a acdo desse horménio
pelo aumento de sua meia-vida, sendo a forma livre mais ativa (RIBEIRO et al., 2007).
Hickey et al. (1997), afirmam que as mulheres necessitam de maior liberagdo de
leptina por pulso, para manterem o seu peso corporal, apresentando concentracao de
duas a trés vezes maiores que 0s homens, observando-se que a gordura subcutanea
(maior nas mulheres que nos homens) secreta mais esse hormonio do que a gordura
visceral. (PARK et al., 2015). Tem sido observada relacao direta do aumento de leptina
com gordura total, independentemente de sua localizacdo na topografia corporal
(PISABARRO et al., 1998).

Individuos obesos, em geral, apresentam concentracdo elevada de leptina,
sugerindo resisténcia a esse horménio (figura 3). A obesidade devido a deficiéncia de
leptina é rara (IOFFE et al., 1998). Comumente, a hiperleptinemia € uma caracteristica
da obesidade, sugerindo a existéncia de resisténcia ao o horménio nos niveis central
e periférico (FREDERICH et al., 1995). Os mecanismos que levam ao
desenvolvimento da resisténcia a leptina ndo sao claros, mas varias possibilidades
foram postuladas, como uma falha do horménio para atravessar a barreira-hemato-
encefélica e atuar sobre seus neurdnios-alvo (RIBEIRO et al., 2007) e reducédo na
expressdo de receptores de leptina. Alguns autores acreditam que a expressao
aumentada de SOCS-3 (supressor de sinalizacao de citocinas) ao manter a ligacao
da leptina ao seu receptor, simula mecanismo de retroalimentacdo, causando
resisténcia a leptina (MUNZBERG; MYERS, 2005).
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Figura 3. Estruturas envolvidas na interrelacdo da Leptina, insulina e obesidade. No hipotalamo, a
leptina ativa neurénios POMC e CART e inibe NPY e AgRP, induzindo saciedade. Em
individuos sensiveis a leptina, ocorre inibicdo da sintese e secrecdo de insulina pelas
células 3 do pancreas, o0 que estimula a secregao de leptina pelo tecido adiposo. AgRP,
agouti-related protein; ARC, nlcleo arqueado; CART Transcrito Regulado por Cocaina e
Anfetamina; LH, area hipotalamica lateral; NPY, neuropeptideo Y; POMC,
Proopiomelanocortina. (AMITANI et al., 2013).

A relevancia do presente estudo encontra justificativa nas alteracfes
decorrentes da andxia neonatal que demonstram prejuizos as células da glia e
neurénios do hipocampo e alteracéo de parametros soméaticos e do desenvolvimento.
Esses resultados sugerem a hipétese de envolvimento da leptina e dos nucleos
hipotalamicos onde atua, bem como de seus niveis circulantes. Camundongos
LepRbECF, animais geneticamente modificados cujos neurénios que expressam o
receptor de leptina s&o naturalmente fluorescentes, representam ferramenta valiosa
em estudos que buscam avaliar a ativagdo neuronal das éreas relacionadas com o

comportamento alimentar e leptina, pela sua co-localizacdo com a proteina FOS.
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Torna-se importante ressaltar que a concentracdo de leptina plasmatica em
mulheres (pos-puberal) € maior que a dos homens, decorrente da maior porcentagem
de gordura corpoérea e da influéncia dos hormdénios sexuais (FRUHBECK et al., 2001),
salientando a utilizagdo de machos e fémeas nesse estudo.

Aliada a vantagem desse modelo animal, esta o modelo experimental de andxia
proposto que, por constituir estimulo global e ndo invasivo em roedores neonatos, cuja
fase de desenvolvimento é similar a de humanos com 6 meses de idade gestacional,
simula a condicao clinica dos prematuros humanos, (SEMPLE et al., 2013) e pode
fornecer dados importantes para melhor compreender a dinamica subjacente ao
processo de anoOxia, assim como propiciar o desenvolvimento de estratégias e
procedimentos para minimizar ou prevenir os efeitos desse estimulo no

desenvolvimento.
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2. OBJETIVOS

Este estudo objetiva avaliar a hipétese do envolvimento da leptina na alteracédo
dos parametros corpéreos e do desenvolvimento observados previamente, e
identificar as possiveis areas hipotalamicas relacionadas, por andlise da co-
localizagdo de FOS-IR com neurdnios fluorescentes que expressam o receptor de
leptina em camundongos leptin reporters adultos, submetidos a andxia neonatal.
Assim como, correlacionar esses dados com o0s niveis glicémicos e de leptina
circulante, a fim de contribuir para o desenvolvimento de estratégias e procedimentos
minimizadores ou preventivos dos efeitos desse estimulo no desenvolvimento,

considerando diferengas de sexo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Padronizar o modelo de andxia neonatal em camundongos pela avaliagdo
dos teores de oxigénio circulante, batimentos cardiacos e escala de apgar
em animais anoxiados em P2 em relacdo aos respectivos controles, em
ambos os sexos;

2. Avaliar diferencas na ontogenia de reflexos entre animais dos grupos
anoOxia neonatal e dos grupos controle, em comparacdo com estudos
prévios realizados em ratos para correlagdo com a padronizacdo do
modelo, considerando diferencas de sexo;

3. Avaliar a ocorréncia e o padrdo de alteracdes somaticas em camundongos
submetidos a andxia neonatal, considerando diferencas de sexo;

4. Avaliar possiveis relacdes dos niveis de leptina circulante com as
alteracbes nas dimensbes morfométricas encontradas em animais
submetidos a andxia neonatal em comparacao a seus controles, tanto em
machos quanto em fémeas;

5. Avaliar possiveis relacfes da co-localizacdo da expressao de FOS, com
receptores de leptina de ndcleos hipotalamicos no PVN, DMH, VMH e Arc,
com técnicas de imunohistoquimica e estereologia em camundongos
modificados geneticamente que expressam esses receptores em
fluorescéncia;

6. Comparar os niveis glicémicos entre grupos andxia e controle de amostras
pré e pés-jejum alimentar, considerando diferencas de sexo.
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4. MATERIAL E METODOS

Os animais utilizados no trabalho sdo camundongos leptin reporters machos e
fémeas, cedidos pelo professor Dr. José Donato Jr., Laboratério de Neuroanatomia
Funcional, Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, com os quais estdo sendo formados os grupos andxia e
controle.

Esses camundongos sdo gerados a partir do cruzamento do camundongo
Leprere com Gt(ROSA)26Sor™?She onde a recombinacéo mediada por CRE promove
maior expresséao da proteina verde fluorescente (EGFP) (LEINNINGER et al., 2009).
Esse camundongo j& foi previamente validado (SCOTT et al., 2009; NAGAISHI et al.,
2014).

Todos os procedimentos estdo em acordo com as normas internacionais de
cuidados e manuseio de animais de laborat6rio (protocolo da Comisséo de Etica em
Experimentacdo Animal, Protocolo n® 134, folha 38 do livro 2 de 11/2014).

4.1 MODELO DE ANOXIA NEONATAL PARA CAMUNDONGOS

Para validacdo do método, os neonatos machos, com trés dias de vida pos-
natal (PO3) e entre 1,7 e 2,1 gramas foram divididos em 2 grupos: andxia e controle.
Os animais submetidos a andxia neonatal foram colocados em uma camara semi-
hermética de policarbonato (31,0 X 14,0 X 19,5 cm) (Figura 4) aquecida a + 37°C por
19 minutos em ambiente a 100% de nitrogénio gasoso (figura 6), fluxo de 1,5 L/minuto
a pressao de 101,7 kPa, tempo suficiente para causar danos no encéfalo sem
ocasionar a morte do neonato (Figura 5). No grupo controle, os animais foram
submetidos as mesmas condi¢cbes, porém sem alteracdo na composicao do ar

ambiente.
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Aguaa +37°C

Agitador J
Aguecedor TermOmetro

Figura 4. Sistema para andxia neonatal, constituido de camera semi-hermética com entrada e saida

para gas nitrogénio, termostato, agitador, aquecedor, termdémetro, aquario e agua.
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Cilindro de Nitrogénio 100%

™

Figura 6. Cilindro de gas nitrogénio 100%. Figura 5. Camundongos leptin reporters com 3

dias de vida pés-natal, pesando entre 1,7

e 2,1 gramas.

Foram realizadas as seguintes avaliacdes:

4.1.1 Avaliagéo de POz e frequéncia cardiaca

Durante o periodo em que o animal permaneceu no sistema para inducdo da
anoxia neonatal foi utilizado o aparelho Mediana - M20 Vet para avaliacdo da
saturacdo de oxigénio e dos batimentos cardiacos, anotados de minuto a minuto e
registrados em tabelas para avaliacao.

Em fungcéo da dimensdo do animal, foi necesséario desenvolver dispositivo e
metodologia para melhor captacdo tanto da POz como da frequéncia cardiaca. O
animal foi colocado no compartimento (Figura 7) sendo, entdo, posicionado o sensor

nas extremidades abertas da caixa. PO2= pressao parcial de oxigénio
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Figura 7. Compartimento desenvolvido para melhor captacéo de PO: e frequéncia cardiaca, sendo o
animal colocado no seu interior e 0s sensores posicionados nas extremidades livres da

estrutura.

4.1.2 Escala de Apgar

ApOs os animais serem retirados do sistema de andxia foram observados cinco
fatores, que constituem a escala de Apgar: frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratéria, tbnus muscular, cor da pele e irritabilidade reflexa; juntos determinam o
valor na escala de Apgar (APGAR, 1953). As avaliagdes ocorreram no minuto 1, 5 e

10 ap06s a retirada do animal do sistema.

4.1.3 Ontogénese dos reflexos

Foi avaliada a maturacdo de reflexos, segundo parametros descritos por
Vasconcelos (2013) em ratos, cujos procedimentos foram utilizados para os
camundongos.

4.1.3.1 Recuperacao do decubito

Quando avaliada a recuperacéao de decubito, o animal foi colocado em decubito

dorsal sobre uma superficie plana sendo considerada resposta positiva quando o
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animal girou o corpo e assumiu o decubito ventral, apoiando as quatro patas em até

10 segundos (Figura 5).

Figura 8. Aparecimento do reflexo de recuperacao de decubito em rato (fonte: Vasconcelos, 2013).

4.1.3.2 Colocacéo pelas vibrissas

A colocagéo pelas vibrissas, foi avaliada com o animal suspenso pela cauda de
forma que suas vibrissas tocassem levemente a borda de uma superficie. Foi
considerada resposta positiva quando o animal colocou as patas anteriores sobre a

superficie, tentando caminhar (dentro de um periodo de 10 segundos) (Figura 9).

Figura 9. Aparecimento do reflexo de colocacgéo pelas vibrissas em rato (fonte: Vasconcelos, 2013).
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4.1.3.3 Aversao ao precipicio

O animal foi colocado com as patas dianteiras sobre a borda de uma superficie
plana e alta de maneira a detectar o precipicio, sendo considerada resposta positiva
guando o animal se deslocava pelo menos a 45° para um dos lados em 10 segundos
(Figura 10).

Figura 10. Aparecimento do reflexo de aversdo ao precipicio em rato (fonte: Vasconcelos, 2013).

4.1.3.4 Geotaxia negativa

O animal foi colocado no centro de uma rampa com 45° de inclinagdo, com a
cabeca no sentido descendente, sendo considerada resposta positiva quando o
animal foi capaz de girar e posicionar a cabeca no sentido ascendente (em até 10
segundos) (Figura 11).
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Figura 11. Aparecimento do reflexo de geotaxia negativa em rato (fonte: Vasconcelos, 2013).

4.1.3.5 Resposta ao susto

O animal foi exposto a um estampido agudo produzido a uma distancia
aproximada de 10 cm, sendo considerada resposta positiva quando ocorreu uma
retracdo simultdnea com imobilizacéo rapida e involuntaria do corpo do animal (Figura
12).

Figura 12. Aparecimento do reflexo de resposta ao susto em rato (fonte: Vasconcelos, 2013).

4.1.3.6 Aceleracao

O animal foi segurado pelas quatro patas com o dorso voltado para baixo a uma
distancia de 30 cm de um leito de espuma sintética (30 x 12 cm) e entéo foi solto e foi

observada a sua queda livre, sendo considerada resposta positiva quando, durante a
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gueda, o animal girou completamente o corpo, apoiando-se sobre as quatro patas na

espuma.

4.1.3.7 Preenséo palmar

Foi colocada uma haste fina em contato com a palma das patas anteriores do
animal, sendo considerada resposta positiva quando ele realizou um movimento de

preenséo na haste.

4.2 DESENVOLVIMENTO SOMATICO

Foi avaliado o desenvolvimento somatico desses animais, diariamente entre
P03 a P21 e trés vezes por semana até que completassem 60 dias (avaliacdes

realizadas sempre apos as 7 h e antes das 10 h), sendo considerados:

4.2.1 Eixo latero-lateral do cranio (ELLC)

Com o auxilio de um paquimetro foi medida a distancia entre as duas orelhas
do animal diariamente até que completassem 21 dias. Apdés desmame, foram
realizadas medicgfes trés dias na semana, até a realizacao da perfuséo transcardiaca

por fixador histoldgico.
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Figura 13. Demonstracdo da medicdo do ELLC em ratos (fonte: Vasconcelos, 2013).

4.2.2 Eixo antero-posterior do cranio (EAPC)

Com o auxilio de um paquimetro foi medida a distancia entre o focinho e a
articulacdo atlantoccipital entre as duas orelhas do animal diariamente até que
completassem 21 dias. Apdés desmame, foram realizadas medicbes trés dias na

semana até perfuséao.

Figura 14. Demonstracao da medicdo do EAPC em ratos (fonte: Vasconcelos, 2013).
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4.2.3 Eixo longitudinal do corpo (ELC)

Com o auxilio de um paquimetro foi medido o eixo longitudinal, alinhando-o em
uma superficie plana e medindo do inicio do focinho até o inicio da calda do animal
diariamente até que completassem 21 dias. Apos desmame, foram realizadas

medicdes trés dias na semana até perfusao.

Figura 15. Demonstracdo da medi¢cdo do ELC em ratos (fonte: Vasconcelos, 2013).

4.2.4 Peso corporal

Foram realizadas avaliacdes do peso corporal dos animais em balanca de
precisdo (Marte, modelo AS2000, menor divisdo 0,01g) até que completassem 60

dias.
4.3 ESTIMULO DE JEJUM E DETERMINAQAO DA GLICEMIA
Quando completaram 60 dias, a fim de ativar a expressao de FOS, foi utilizado

o estimulo de jejum alimentar por 18 horas, iniciando as 12 h e terminando as 6 h do

segundo dia subsequente.
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O ciclo estral das fémeas (Figura 16) foi acompanhado diariamente (entre 10-
12 h) de maneira em que no dia da coleta dos dados, todas estavam na mesma fase

do ciclo (diestro)

_
Figura 16. Demonstracé@o do processo para avaliacédo do ciclo estral do animal.

Foi coletada uma goticula de sangue da cauda antes do jejum, uma pés-jejum
e outra apds a oferta de alimento por 60 minutos a fim de avaliar a glicemia dos

animais utilizando glicosimetro OneTouch-Select Simple.

4.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apos periodo de jejum e re-alimentag&o o animal foi anestesiado com ketamina
e xylazina para realizacéo de perfusdo. Apds incisdo no térax do animal e seu coragao
exposto, com auxilio de seringa de 01 ml, foi coletado sangue para analise de leptina
circulante. Foi retirado aproximadamente 0,3 ml de sangue atrial e centrifugado
(Eppendorf-MiniSpin) para obtengéo do soro.

Foi efetuada a perfusao transcardiaca com solucao salina 0,9% 50 ml (pH 7,4,
a temperatura ambiente, fluxo de 2 ml/min), seguida de 200 ml solucéo fixadora de
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formaldeido 4% em tampéao fosfato (pH 7.4, a 4 °C, fluxo de 2 ml/min). O encéfalo foi
dissecado, fixado por 2 h em formol 10%, transferido para sacarose 30% (pH 7 a 4°C),
crioprotegidos e, com o auxilio de microtomo Leica SM2000R, processado em cortes
coronais de 40 um, em 6 séries de 5 compartimentos.

4.4.1 Imunohistoquimica

A reacdo de imunohistoquimica para FOS com os animais com 60 dias poés-
natal € semelhante a descrita no topico 4.1.4 (com os animais em 3 dias pés-natal),
sendo a Unica diferenca que os cortes estavam em free-floating, dispostos em NETSs.

Apés as etapas descritas no tépico acima mencionado, as laminas foram
montadas com 8 cortes em cada e observadas em microscépio para avaliacdo da
expressao de FOS nas células imunorreativas nos nucleos PVN, DMH, VMH e ARC,
assim como para posterior avaliacdo da co-localizacgdo com o0s neurbnios

fluorescentes do camundongo e realizacdo da técnica de contagem por estereologia.

4.4.2 Coloracédo de Nissl — Tionina

Foi realizada coloracdo em Nissl, a fim de utilizar como referéncia
citoarquitetonica. Neste material é possivel observar as diferentes regides do encéfalo
em complemento a imunohistoquimica. Para realizacao da coloracdo em Nissl, com
0s cortes ja dispostos em laminas, € realizada a bateria de alcool e xilol, seguindo o
protocolo de 3 minutos em alcool 50%, 3 minutos em alcool 70%, 3 minutos em alcool
95% |, 3 minutos em alcool 95% II, 3 minutos em alcool 100% |, 3 minutos em &lcool
100% IlI, 3 minutos em alcool 100% Ill, 5 minutos em Xilol-I, 10 minutos em Xilol-II, 5
minutos em Xilol-l, 2 minutos em &lcool 100% I, 2 minutos em alcool 100% II, 2
minutos em &lcool 100% I, 2 minutos em alcool 95% I, 2 minutos em alcool 95% I, 2
minutos em alcool 70%, 2 minutos em alcool 50%, 10 mergulhos em agua destilada
(DH20), 30 segundos em solugéo tionina, 10 mergulhos em DH20, 02 minutos em
cada alcool e xilol de concentragéo crescente até o Xilol 1.

No final do processo as laminas foram cobertas com laminulas, utilizando DPX

como meio de montagem.
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45 ESTEREOLOGIA

Foi realizado procedimento para contagem celular por esteorologia, com a

utilizacdo do programa Stereo Investigator, segundo parametros estabelecidos com

testes preliminares (figura 17).

Sample Parameter Set Detail

MName: ;'Luarmmﬁ—w—j Ok

B —— —
Comment; ’—\ Cancel
! |
i_ N
Settings:
Farameter Walue l
Low Mag Lens 4
| High Mag Lens 20

Counting Frame & E0.00 pm

Counting Frame Y B0.00 pra

Gnd Size 127.00 pr o

Grid Size 106.00 ym Delete

- Grid Ratation 0.00 degrees

Desired Sites 10

Section Cut Thickness 40,00 pm

GuardZone Type Fixed Distarce

Top Guard Zone Haight 1,00 um

Dizectar Height 3800 pm

Focuzing Method Manual Facus

Refocus at each site true

I

Figura 17. Parametros utilizados para contagem por estereologia.
4.6 LEPTINA

Para avaliagcdo de leptina circulante foi utilizado kit Milliplex® MAP lote

2848845, com procedimento experimental de acordo com as indicagdes do fabricante.

4.7  AVALIACAO ESTATISTICA
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As avaliacOes estatisticas foram realizadas de acordo com o parametro
observado, com os programas GraphPad Prism Software, Inc e Statistical Analysis
Software.

Foram aplicados os testes de normalidade, para todos os parametros
avaliados. Os testes especificos foram descritos em cada topico, respeitando suas

especificacdes metodoldgicas e o valor de p sendo menor ou igual a 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 VALIDACAO DO METODO DE ANOXIA NEONATAL EM CAMUNDONGOS

Para validacdo do método foram utilizados neonatos machos, com trés dias de
vida pos-natal (P03) e entre 1,7 e 2,1 gramas. Os animais submetidos a anodxia
neonatal foram colocados em uma camara semi-hermética de policarbonato (31,0 X
14,0 X 19,5 cm) (Figura 4) aquecida a + 37°C por 19 minutos em ambiente a 100% de
nitrogénio gasoso (figura 6), fluxo de 1,5 L/minuto a pressao de 101,7 kPa, tempo
suficiente para causar danos no encéfalo sem ocasionar a morte do neonato. No grupo
controle, os animais foram sujeitos as mesmas condi¢des, porém sem alteracdo na
composicao do ar ambiente.

A taxa de mortalidade dos animais foi de 10,34%, similar ao padrdo adotado

por Takada (2011), quando validou modelo para andxia neonatal de ratos Wistar.

5.1.1 Frequéncia cardiaca

A frequéncia cardiaca, conforme demonstra figura 18, apresentou diferenca
significativa do grupo anéxia com relacao ao grupo controle e, quando consideramos
o valor de partida (valor inicial) do grupo andxia, a diferenca aparece a partir do minuto
7. Ocorreu diminuicdo de aproximadamente 75% nos batimentos cardiacos quando

comparados os minutos 0 e 19 (periodo em que o animal permaneceu sem oxigénio).
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Figura 18. Avaliacdo da frequéncia cardiaca durante estimulo de andxia neonatal. ANOVA de medidas
repetidas: Grupo x Tempo, p<0,001 (Bonferroni: Anéxia#Controle (n=5) a partir de 7 min*; no

grupo Andxia, 7 min£0min**, p<0,05). Dados apresentados em média + DP.

5.1.2 Pressao de oxigénio circulante

A pressao de oxigénio (figura 19) apresentou diferenca significante entre os
grupos andxia e controle a partir do 15° minuto, sendo que a partir do 10° minuto a
porcentagem de PO:2 apresentou diferenca significante em relacdo aos valores no

momento da colocacéo do animal no sistema.

Pressdo de oxigénio
100

70 :M —" 1 I 1 7+ 1

* Xk

60

50

Pressdo de oxigénio arterial (%)

40

0 1 2 3 4 5 © 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
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—O—GRUPO ANOXIA  =e=GRUPO CONTROLE

Figura 19. Avaliacéo da presséo de oxigénio circulante durante estimulo de andxia neonatal. ANOVA
de medidas repetidas: Grupo x Tempo, p<0,001 (Bonferroni: AnéxiaZControle (n=5), a partir de
15 min*. No grupo Andxia, somente a partir de 10 min a diminui¢do de O: é significante em
relacéo ao tempo inicial**, p<0,05. Dados apresentados em média + DP.



47

5.1.3 Escala de Apgar

Ap0s os animais serem retirados do sistema de anoxia foram observados cinco
fatores, que constituem a escala de Apgar: frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, tdbnus muscular, cor da pele e irritabilidade reflexa; o quais juntos
determinam o valor na escala de Apgar (APGAR, 1953). As avaliacbes ocorreram no
minuto 1, 5 e 10 apds a retirada do animal do sistema de experimentacéo (figura 20).

Os animais do grupo controle, como esperado, somaram 10 em todos 0s
periodos da avaliacdo (minutos 1, 5 e 10 apés sairem do sistema). O grupo anoxia
apresentou resultados significantemente diferentes em todos os tempos de avaliacao.
No minuto seguinte a retirada do animal do sistema o valor de Apgar foi de 1,4 + 0,55,
indicando graves alteracfes em todos os parametros avaliados. O valor de Apgar no

minuto 5 foi de 3 = 1 e no minuto 10 de 6.

Escala de Apgar

ANOXIA x CONTROLE
12 * * *
& n A

6 )

3 —
—

1 5 10

Tempo (minuto)

Valor na escala de Apgar

—O—GRUPO ANOXIA = GRUPO CONTROLE

Figura 20. Avaliagdo dos valores apresentados pela escala de Apgar. ANOVA: Grupo x Tempo,
p<0,001 (Bonferroni: Andxia#Controle* (n=5 em ambos o0s grupos) p<0,05). Dados
apresentados em média = DP.

5.1.4 Maturacao de reflexos

Na avaliagdo da maturagdo dos reflexos durante o aleitamento (figura 21),
pudemos observar que o0s animais anoOxia apresentaram retardo significante no
surgimento da aceleracéo, geotaxia negativa e resposta ao susto, condizentes com

experimentos realizados em ratos Wistar (KUMAR, 2017).
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Na Aceleracéo (figura 21 A), os animais anoxiados apresentaram o reflexo no
dia 11 e os controles, dia 10. Na geotaxia negativa (figura 21 B), os anoxiados
apresentaram o reflexo dia 16, um dia apos os controles (dia 15). Na resposta ao susto
(figura 21 G) os controles apresentaram resposta no dia 16, 3 dias de adiantamento
com relacdo aos anoxiados (dia 19).

As fémeas anoOxia apresentaram os reflexos de colocacdo pelas vibrissas,
aversao ao precipicio e preensao palmar previamente aos machos, p<0,5, porém néo
houve diferenca significante entre os anoxiados e 0s controles.

Na colocacao pelas vibrissas (figura 21 E) e na preenséao palmar (figura 21 D)
as fémeas adiantaram em um dia o aparecimento dos reflexos quando comparadas

com os machos.
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Figura 21. Aparecimento de reflexos ontogenéticos em camundongos machos e
fémeas, submetidos a andxia neonatal em P03 (CM n=12, AM n=11, CF n=8,
AF n=10). Média *+ DP.

A. Aceleracado: ANOVA: Grupo x Género, F,40=0,11, p=0,741; Grupo,
Fa,40=6,97, p=0,012 (Anodxia#Controle, independente do Género, p=0,012);
Género, F@,40=0,13, p=0,718.

B. Geotaxia Negativa: ANOVA: Grupo x Género, F,40=1,20, p=0,279;
Grupo, F@40=19,40, p<0,001 (Andxia#Controle, independente do Género,
p<0,001); Género, F(1,40=0,12, p=0,732.

C. Averséao ao Precipicio: ANOVA: Grupo x Género, F(1,40=0,46, p=0,503;
Grupo, F@40=0,14, p=0,709; Género, F@40=5,49, p=0,024 (Fémea#Macho,
indpendente do Grupo, p=0,024).

D. Preensdo Palmar: ANOVA: Grupo x Género, F(,40=0,26, p=0,616;
Grupo, F(,40=0,41, p=0,524; Género, F@u.40=10,81, p=0,002 (Fémea#Macho,
independente do Grupo, p=0,002).

E. Colocacgéo pelas Vibrissas: ANOVA: Grupo x Género, F(,40=0,0006,
p=0,980; Grupo, F@40)=2,42, p=0,128; Geénero, F@40=517, p=0,028
(Fémea#Macho, independente do Grupo, p=0,028).

F. Recuperacdo de Decubito: ANOVA: Grupo x Género, F(1,40=0,15,
p=0,701; Grupo, F@40=108,48, p<0,001 (Andxia#Controle, independente do
Género, p<0,001); Género, F@,40=2,36, p=0,132.

G. Resposta ao Susto: ANOVA: Grupo x Género, F(,40=0,15, p=0,701;
Grupo, F@.40=108,48, p<0,001 (Andxia#Controle, independente do Género,
p<0,001); Género, F(,40=2,36, p=0,132.
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5.2 DESENVOLVIMENTO SOMATICO

Foi avaliado o desenvolvimento somatico dos animais submetidos a anoxia
neonatal e dos animais controle, tanto machos como fémeas, diariamente entre P03
a P21 e trés vezes por semana P21 e P60, demonstrados em figura 22 (avaliacdes
realizadas sempre apos as 7 h e antes das 10 h).

A anoxia neonatal afetou os parametros avaliados de maneiras distintas, porém
em todas as andlises, o grupo andxia macho possui dimensées aumentadas em
relacdo aos outros grupos, segundo figura 22 A, indicando o eixo latero-lateral do
cranio, 22 B indicando eixo antero-posterior do cranio, 22 C o eixo longitudinal do

corpo e 22 D indicando o peso corporeo dos animais.

Como indicativo para obesidade em seres humanos pode ser utilizada
avaliacdo como IMC = peso (kg)/ altura 2 (m) (YAO et al, 2002). A fim de avaliar a
massa corporal do animal e possivel indicacdo de sobrepeso (MOURA et al, 2008),
foi determinado o indice de Lee (BERNARDIS; PATTERSON, 1968), que consiste na
razdo da raiz cubica do peso corporal (g) sobre o comprimento naso-anal (ELC) do

animal, em centimetros.

. 3
iNDICE DE LEE = YPese(®
ELC (cm)

Os animais, em P21 e P60, tiveram seu peso e seu comprimento naso-anal
(ELC) medidos e usados para o célculo do indice de Lee por meio da formula: [raiz
cubica do peso corporal (g)/comprimento naso-anal (mm) x 10].

Os animais andxia, especialmente machos, possuem indice de Lee (figura 22)

maior com relacdo ao controle, indicando obesidade decorrente da andxia neonatal.
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Figura 22. Parametros de desenvolvimento somatico (A, B, C e D) e indice de Lee (E)
em camundongos machos e fémeas, submetidos a anoxia neonatal em P03, e
avaliados diariamente P-3 a P21, seguida de avaliagdo em dias alternados até
P60 (CM n=12, AM n=11, CF n=8, AF n=10) (Média + DP)

A. Avaliacdo do desenvolvimento do ELLC. ANOVA: Grupo x Género x Tempo,

F(11,407)=1,270 p=0,239; Género x Tempo, F(11,407)=1,264 p=0,243; Grupo
x Tempo, F(11,407)=10,124, p<0,001 (Bonferroni: Anoxia#zControle a partir do
16° dia)*.

B. Avaliacdo do desenvolvimento do EAPC. ANOVA: Grupo x Género x Tempo,
F(11,407)=1,913, p=0,036 (Bonferroni: Andxia-Macho#Controle-Macho a partir
do 22° dia*, AnoOxia-Fémea#Controle-Fémea do 27° até 36° dia e no 59° dia**,
Controle-Fémea nédo apresentou diferenga significante entre Controle-Macho
em nenhum dia, Anéxia-Fémea#Andxia-Macho a partir do 36° dia***, p<0,05.

C. Avaliacdo do desenvolvimento do ELC. ANOVA: Grupo x Género x Tempo,
F(11,407)=4,973, p<0,001 (Bonferroni: Andxia-Macho#Controle-Macho do 22°
dia até 48° dia*, Andxia-Fémea#Controle-Fémea no 16° e 22° dia**, Controle-
Fémea#Controle-Macho no 27° e 32° dia*** e AnOxia-Fémea#Andxia-Macho a
partir do 36° dia****, p<0,05.

D. Avaliacdo do desenvolvimento do peso. ANOVA: Grupo x Género x Tempo,
F(11,407)=12,465, p<0,001 (Bonferroni: Anoxia-Macho#Controle-Macho a
partir do 22° dia*, AnoOxia-Fémea#Controle-Fémea apenas no 22° dia**,
Controle-Fémea#Controle-Macho a partir do 27° dia, exceto no 41° dia***,
Anodxia-Fémea#Anodxia-Macho a partir do 32° dia****, p<0,05.

E. Indice de Lee. ANOVA: Grupo x Género, F@,37=0,57, p=0,454; Grupo, F@,37=8,59,
p=0,006 (AndxiazControle, independente do Género, p=0,006); Género,
Fa,37=5,15, p=0,029 (Fémea#Macho, independente do Grupo, p=0,029).
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5.3 AVALIACAO METABOLICA

5.3.1 Glicemia

A comparacao dos valores absolutos com os valores de glicemia, nao indicou
diferenga entre grupos, porém os tempos de avaliacdo apresentaram diferencas
significativas, sendo que a glicemia poés-prandial apresentou-se elevada em
comparacao com a pré-prandial (230 mg/dl) e em jejum (170 mg/dl) (figura 23 A).

A variacdo de glicemia nos estagios pré-jejum e pos alimentacdo néao
apresentou diferencas significantes (figura 23 B). Quanto a comparacdo Grupo X
Género, néo foram detectadas diferencas significantes nem quanto ao género, nem

guanto ao estimulo (figura 23 C).
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Figura 23. Dosagem (A) e variacdo de glicemia (B e C), em camundongos machos e
fémeas, submetidos a andxia neonatal (n=8) Média + DP.

A. Glicemia nos estagios pré-jejum, jejum de 18h e pés alimentacdo 60 min. ANOVA:
Grupo x Género x Tempo, F,56=4,568, p=0,015 (Bonferroni: Anoxia-Macho, T2#T1 e
T3#T2, p<0,05; Controle Macho, T3#T1 e T2, p<0,05; Andxia-Fémea, T3#T1 e T2,
p<0,05; Controle-Fémea, T3#T2, p<0,05. B. Variagdo de glicemia nos estagios pré-
jejum e poés alimentagdo. ANOVA: Grupo x Género x Tempo, F(1,28)=0,862, p=0,361;
Género x Periodo, F(1,28)=7,720, p=0,010 (Bonferroni: tanto ha Fémea como no
Macho, AT3#AT2, independente do Grupo, p<0,05); Grupo x Periodo, F(1,28)=1,113,
p=0,300; Grupo x Género, F(1,28)=6,826, p=0,0,014 (Bonferroni ndo detectou
diferencas significantes). C. Comparacdo Grupo x Género, F(1,28)=6,826, p=0,014
(Bonferroni ndo detectou diferencas significantes nem quanto ao género, nem quanto

ao estimulo anéxico x controle).
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O jejum causou, como esperado, hipoglicemia ao organismo pela falta de
glucose proveniente da dieta (NIRMALAN; NIRMALAN, 2017). Este dado foi revertido

apos alimentacdo como consequéncia da digestao que aumenta a liberacao de glicose
no sangue.

Tanto na fémea como no macho foi detectada diferenca na variacédo (delta) de
glicemia, independente do grupo, entre delta T2 e delta T3. A variagdo aumenta
significativamente na avaliacdo do delta entre o pos-jejum e a pés-alimentagéo, sendo
a hiperglicemia pos-prandial o resultado da producao excessiva de glicose, associada
a sua captacao periférica reduzida (GELONEZE et al., 2006).

5.3.2 Leptina circulante

Quando avaliado a nivel de leptina circulante, ndo foi observada diferenca
significativa entres grupos e géneros (figura 24).

150 1
120

90 -

Leptina (pg/ml)

30 -

Macho Fémea
o Confrole O Anoéxia

Figura 24. Avaliacdo de dosagem de leptina circulante. (A) Mann-Whitney: U=27,5, p=1,000, (B) Mann-
Whitney: U=32,0, p=0,95. N=8, P60. Média + DV.
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5.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

5.4.1 Coloracao de Nissl

Foi realizada coloracdo em Nissl, a fim de utilizar como referéncia cito
arquitetbnica e para estudos de estereologia, com a utlizagdo do programa

Stereolnvestigator em cortes corados com tionina.



Controle Macho

Anodxia Macho

Figura 25. Imagem para comparagédo entre os grupos controle macho e andxia macho com animais em P60, com colorac¢éo de Nissl.
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Figura 26. Imagem para comparag&o entre os grupos controle macho e andxia fémea com animais em P60, com coloracéo de Nissl.
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Né&o foi detectada diferenca significativa na densidade de marca¢des no nucleo
arqueado, dorsomedial, ventromedial e paraventricular do animal quando realizada

comparacao entre animais machos, fémeas, andxia e controle.

5.4.2 Fos-IR

As reacfes de imunohistoquimica para FOS com os animais de 60 dias pés-
natal foi realizada com os cortes em free-floating. Foi seguido protocolo ja
estabelecido e utilizado no laboratdrio. Foram realizadas contagens de estereologia

nos nucleos hipotalamicos ventromedial, dorsomedial, arqueado e paraventricular.
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Figura 27. Densidade (n/area) de Fos-Ir. (A) (C) (D) N&o foi detectada diferenca significativa. (B) Foi
detectado efeito de interacdo significante entre Grupo e Género*, p=0,007 e entre
Andxia_Fémea # Andxia_Macho, p<0,05. n=5 P.60. Média + DP.
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CM ' : : AM

4 R A AF 20X

Figura 28. Prancha de cortes com 40 um de encéfalos de animais CM, CF, AM e AF, em regido do

hipotalamo. Imunohistoquimica para c-fos. 20x.

Em conformidade com dados da literatura, foi possivel observar receptores de
leptina ativos nos nudcleos dorsomedial, que seriam visualizados pela coloragéo
fluorescente, arqueado e ventromedial do hipotalamo (CARON, 2010; SCHWARTZ et
al., 1996).
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5.4.3 Receptores para leptina

Tabela 2 - Expressdo de tdTomato e Fos-Ir nos nucleos arqueado (ARC), dorsomedial (DM) e

ventromedial (VMH) do hipotalamo (n=5).

Nucleo Hipotalamico tdTomato Fos-IR
ARC ++ ++

DM + +H+
VMH +++ O

Conforme demonstra tabela 2, podemos observar a presenca de neurdnios com
receptores de leptina tdTomato nos nucleos ventromedial, arqueado e dorsomedial do
hipotalamo, com maior concentracéo no ventromedial (figura 29) e Fos-IR nos nucleos

arqueado e dorsomedial.
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10x

Figura 29. Corte de animais AM e AF, com 40U, observados no microscépio de fluorescéncia,
evidenciando neur6nios com receptores de leptina no nlcleo VMH. Seta branca como indicativo

de neurdnio com receptor de leptina e seta amarela com marcacgéo de c-fos. Aumento de 10x
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Figura 30. Imagem para comparacao entre 0s grupos controle macho e anéxia macho com animais em P60, evidenciando receptores para leptina tdTomato,
fos-IR e imagens sobrepostas. Ampliacdo de 20x.
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Figura 31. Imagem para comparacao entre os grupos controle fémea e andxia fémea com animais em P60, evidenciando receptores para leptina tdTomato,
fos-IR e imagens sobrepostas. Ampliagdo de 20x.
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6. DISCUSSAO

Variacdes na frequéncia cardiaca tém sido associadas a maior risco de
mortalidade e progndéstico precoce de doencas cardiacas (FERREIRA; ZANESCO,
2016) sendo alterada apos hipoxia aguda (KANAI et al., 2001; LIU et al., 2001; HUANG
et al., 2009) e andxia, como demonstrado nesse estudo, com decréscimo de 75% do
seu valor durante privagédo de oxigénio.

A medida da pressao parcial de oxigénio no tecido cerebral contribui para a
prevencado de dano cerebral tardio (NORTJE; GUPTA, 2006), onde a introducao de
gas N2 é capaz de diminuir essa mediacdo de 100 mmHg para aproximadamente 0
mmHg (REJMSTAD et al., 2016). No presente estudo, houve significante diminuigéo
na PO2 nos grupos anoxiados, indicando alteracdo atmosférica do ambiente assim
como possiveis aparecimentos de danos tardios nos animais afetados.

O sistema desenvolvido por Virginia Apgar em 1952 para avaliar a condi¢ao de
neonatos € aplicada a praticamente todo bebé nascido em um hospital e descreve a
condicdo do recém-nascido imediatamente ap0s o0 nascimento como uma ferramenta
para avaliacdo padronizada (PAPILE, 2001), sendo, entretanto, inapropriado seu uso
sozinho para diagnéstico de asfixia (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2015).
Foi observado que os animais que passaram pelo estimulo anéxico apresentaram
Apgar de 1,4 = 0,55, indicando graves alteracbes em todos 0s cinco parametros
avaliados nessa escala. Criancas que sofrem asfixia neonatal apresentam valores da
Escala de Apgar semelhantemente baixos (BJORK et al, 2013).

Da mesma maneira que para neonatos humanos, a apresentacdo de um
conjunto de reflexos de sobrevivéncia como o da respiracdo, de piscar os olhos,
reflexo pupilar, reflexo de procura da mamadeira, reflexo de succao, reflexo de
degluticdo, preensao palmar, de nadar e de caminhar que indicam sua viabilidade
COmMoO organismo; para 0s camundongos 0S mesmos apresentam sentido similar e
assim foram avaliados os reflexos de Aceleracdo, Geotaxia Negativa, Aversao ao
Precipicio, Preensdo Palmar, Colocacgéo pelas Vibrissas, Recuperacdo de Decubito e
Resposta ao Susto para identificacdo de eventuais alteragdes neuroldgicas.

Quando avaliamos a diferenca de sexo, as fémeas anOxia apresentaram 0s

reflexos de recuperacao de decubito, colocacgéo pelas vibrissas, aversdo ao precipicio
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e preensao palmar previamente aos machos, p<0,5, porém ndo houve diferenca
significante entre os anoxiados e os controles.

Os animais andxia apresentaram retardo significante no surgimento da
aceleracdo, geotaxia negativa e resposta ao susto, condizentes com experimentos
realizados em ratos Wistar (KUMAR, 2017). A Geotaxia Negativa reflete o grau de
maturacdo do sistema vestibular, seu atraso sugerindo uma alteracdo nesse
desenvolvimento (BOLLES; WOODS, 1964). A resposta ao susto condiz com estudo
com asfixia perinatal, que por sua vez, estimula a apoptose de vérias células do ouvido
interno (SCHMUTZHARD et al., 2009).

Observa-se, entdo, que o estimulo de andxia, segundo os parametros utlizados,
€ capaz de causar alteragdes tanto momentaneas (no periodo da injaria) avaliadas
pela escala de Apgar, como persistentes (ontogenia dos reflexos) em camundongos
leptin reporters gerados a partir do cruzamento do camundongo Leprcre com
Gt(ROSA) 26Sortm2Sho.

Quando avaliado o desenvolvimento somético dos camundongos, observou-se
gue os machos anoxiados possuem maior comprimento do ELLC, EAPC, ELC e peso
corpGreo em comparacao com as fémeas anoxiadas, o que evidéncias efeito de sexo
como consequéncia da privacdo de oxigénio durante periodo critico da maturacao do
sistema nervoso central (periodo pos-natal).

Estudos anteriores demonstraram maior suscetibilidade de animais machos a
privacdo de oxigénio (GRIFFIN et al., 2000; XU et al., 2017), com possivel relacao da
COX-2, isoforma da enzima ciclooxigenase, expressa predominantemente durante o
processo inflamatério. Estudo com leséo hipdxica observou aumento da expressao de
COX-2, como resposta ao processo inflamatorio relativo a privagdo de oxigénio
(BONAZZI et al., 2000). Xu et al. (2017) sugeriu que a atividade da COX-2 é sexo-
dependente. Esses achados definem a importancia de estudar sujeitos de ambos o0s
sexos em modelos de roedores e desenvolvimento de tratamento seletivamente ao
género.

O indice de Lee, assim como o IMC (indice de massa corpérea) em humano é
um determinante de massa corporal em roedores e atua como preditor do excesso de
peso (NERY etal., 2011). Os animais andxia, especialmente machos, possuem indice
de Lee maior com relacdo ao controle, indicando obesidade decorrente da anoxia

neonatal.
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A comparacao dos valores absolutos com os valores de glicemia, nao indicou
diferenca entre grupos, porém os tempos de avaliagdo apresentaram diferencas
significativas.

O jejum causou, como esperado, hipoglicemia ao organismo pela falta de
glucose proveniente da dieta (NIRMALAN; NIRMALAN, 2017). Este dado foi revertido
apos alimentacdo como consequéncia da digestao que aumenta a liberacao de glicose
no sangue.

Tanto na fémea como no macho foi detectada diferenca na variagéao (delta) de
glicemia, independente do grupo, entre delta T2 e delta T3. A variacdo aumenta
significativamente na avaliacao do delta entre o pos-jejum e a pos-alimentacado, sendo
a hiperglicemia p6s-prandial o resultado da produgéo excessiva de glicose, associada
a sua captacdao periférica reduzida (GELONEZE et al., 2006).

O momento da coleta do material biolégico do animal tem influéncia direta tanto
sobre os valores de leptina circulantes como as marca¢des hipotalamicas aqui
descritas. O animal passou por 1 h de alimentacdo apos jejum de 18 h. A expressao
de c-fos relaciona-se diretamente com a re-alimentagcédo, onde hormdénios de resposta
rapida anorexigenos e orexigenos atuam nos nucleos hipotalamicos em questéao.

A grelina, por exemplo, é um peptideo produzido nas células do estbmago, com
direto envolvimento na regulacédo do balanco energético a curto prazo (ROMERO et.
Al.,, 2006). Quando em jejum e em periodos que antecedem as refeicdes, a
concentracdo plasmatica da grelina se mantém alta, reduzindo-se nas situacdes pos-
prandiais (apds a alimentacdo). Em estudo onde houve injecéo de grelina e marcacao
de c-fos para estabelecer populagdes neuronais ativadas pela grelina. No nucleo
arqueado houve ativacdo, assim como no nucleo dorsomedial e paraventricular do
hipotalamo, de maneira semelhante ao que se apresenta nesse estudo (NAKAZATU
et al., 2001).

A ativacao de c-fos no nucleo dorsomedial se deu de maneira expressiva, tendo
relacdo também com o gasto energético do animal e a termogénese que ocorre em
situacdo prandial (REZAI-ZADEH et al. 2014; SWIETEN et al. 2014, MAYER et al.,
1953).

A leptina, horménio foco do estudo, é produzida principalmente pelo tecido
adiposo branco (PARK; AHIMA, 2015) e suas principais fun¢cdes sao suprimir a
alimentacdo, atraves da inducéo de saciedade e diminuicdo do prazer pela ingestao;
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induzir o gasto energético, através do aumento da termogénese e da locomocéo, e
promover o crescimento 0sseo.

No hipotalamo a leptina age inicialmente no ARC, onde ativa neurbnios que
coexpressam neuropeptideos anorexigenos como pro-opiomelanocortin (POMC), e
horménio estimulante de melandcitos (MSH), e CART (transcrito regulado por cocaina
e Anfetamina). Simultaneamente inibe 0s que coexpressam orexigenos
neuropeptideo Y (NPY) e a proteina r-agouti (AgRP) (UPADHYAY ET AL. 2015;
PARK; AHIMA, 2015). Os neurdnios do ARC projetam a neurdnios no LH e no VMH,
gue se relacionam com o circuito de fome e saciedade. (STIEG et al. 2015) (tabela
03) O DMH-é importante na regulacdo da termogénese da BAT em resposta a leptina
(ZHANG et al., 2011).

A comparacao dos resultados obtidos, sugere que apesar de nao ser possivel
observar diferencas de valores de leptina circulante no sangue, a alteracdo de peso
corporeo dos animais anOxia em relacdo ao seu controle justifica-se ndo pela ativacéo
dos receptores de leptina dos nucleos arqueado e dorsomedial, sugerindo-se uma
resisténcia aos efeitos desse hormoénio (CARO et al., 1996; BERBARI et al., 2013).

Em suma, a anoxia neonatal € capaz de causar alteracbes em regifes do

hipotalamo responsivas a leptina, ndo alterando diretamente seus niveis plasmaticos.
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. CONCLUSOES

O modelo de andxia neonatal foi efetivamente padronizado para camundongos.
Tal estimulo foi capaz de causar diminui¢cdo nos batimentos cardiacos, nivel de

oxigénio circulante e no valor na escala de Apgar significantes.

. A andxia neonatal causou altera¢des na ontogénese dos reflexos dos animais
anodxia que apresentaram retardo significante no surgimento da aceleragéo,
geotaxia negativa e resposta ao susto e recuperacédo de decubito, sendo que

as fémeas apresentaram primeiro o desenvolvimento do reflexo.

A anodxia neonatal afetou os parametros de desenvolvimento somatico
avaliados de maneiras distintas, porém, o grupo anoxia macho apresentou

dimensdes aumentadas em relagdo aos outros grupos.

N&o foi possivel observar diferencas significantes nas dosagens de leptina

circulante quando comparados animais anoxiados e seus respectivos controles

Foi possivel observar receptores de leptina ativos nos ndcleos ventromedial,
visualizados pela coloracdo fluorescente, arqueado e dorsomedial do

hipotalamo, observando co-localizacao de c-fos nos nucleos ARC e DM.

A comparacao dos valores absolutos com os valores de glicemia, ndo indicou
diferenca entre grupos, porém os tempos de avaliacdo apresentaram

diferencas significativas, indicando padrao funcional tipico.
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8. CONSIDERACOES EXPERIMENTAIS

E importante ressaltar que para algumas avaliagdes acima mencionadas,

técnicas metodoldgicas especificas foram empregadas.

Devido as dimensfes do animal neonato, a captacdo da frequéncia cardiaca
de POz néo era continua quando apenas era fixado o sensor disponivel para animais
pequenos. Foi necessario o desenvolvimento de dispositivo (apresentado

anteriormente) que torna essa avaliagdo possivel.

Ocorreram atrasos devido a dificuldade de acasalamento dos animais

LeptinReporters.

O sangue coletado para avaliacdo de leptina circulante foi extraido do atrio
direito, somando cerca de 0,3 ml por animal. Quando centrifugado, a quantidade de
soro obtida era pequena, o que nos fez optar pela dosagem com kit multiplex, ndo s6
pela sua excelente sensibilidade, mas também pela pouca quantidade de material
necessario para leitura, porém a pouca quantidade de sangue coletado pode ter

influenciado no resultado do teste.
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