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CUNHA, Natalia Veronez da. Envolvimento das prostaglandinas nos parametros
cardiovasculares e inflamatérios em ratos com obesidade induzida por
glutamato monossédico. 2010. 47 f. Dissertagdo (Mestrado em Patologia
Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

A obesidade é considerada uma epidemia mundial, estando associada a diferentes
fatores de riscos, entre eles a hipertensao. A literatura tem mostrado que os niveis
circulantes de mediadores inflamatérios, como prostaglandinas e citocinas, estao
elevados em individuos obesos. Além disso, dados clinicos e experimentais apéiam uma
ligacao entre a disfungédo endotelial e inflamagdo. O modelo de obesidade hipotalamica
induzido por glutamato monossoédico (MSG) tem sido extensivamente investigado do
ponto de vista metabdlico, porém a fisiopatologia cardiovascular e a modulagéo
autonébmica envolvida ndo estdo totalmente compreendidas. Como resultado deste
tratamento um numero de anormalidades enddcrinas e comportamentais como
distdrbios no crescimento, hipogonadismo e obesidade tém sido reportadas. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do bloqueio farmacologico da COX-2 sobre os niveis
de pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC), a variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) e pressao arterial em animais ndo anestesiados e os niveis
de prostaglandinas (PGE;) e 6xido nitrico (NO) plasmaticos em ratos obesos MSG. A
obesidade foi induzida pela administracao intradérmica de 4 mg/g de peso corporal de
glutamato monossodico ou salina equimolar nos 5 primeiros dias de vida de ratos wistar.
Aos 60 dias iniciou-se o tratamento com celecoxibe (50 mg/kg) ou salina 0,9%. Aos 90
dias de vida, os animais foram anestesiados para cateterismo da artéria femoral e apds
24 horas, em estado consciente, foi realizado o registro da PAM e FC por uma hora. O
registro foi utilizado para analise espectral da VFC. Ao final do experimento, amostras
de sangue heparinizado foram coletadas e o plasma obtido foi utilizado para dosagem
de NO por meio da quantificacdo de nitrito apds tratamento da amostra com cadmio e
dosagem de prostaglandinas através do método ELISA por competi¢ao, utilizando um kit
comercial. Fragmentos do figado foram processados para analise histopatolégica. Ratos
obesos MSG apresentaram hipertensao arterial em comparagdo com 0s animais
controle, que foi atenuada apds o tratamento com celecoxibe, sem alteragdes na FC. A
obesidade induzida por MSG promoveu aumento do componente LF nas unidades
absolutas e normalizadas e uma diminuicdo no HF normalizado na analise da VFC no
dominio da frequéncia, sem alteracdo pelo tratamento com celecoxibe. Os niveis de
PGE, foram maiores nos animais obesos e o tratamento com celecoxibe diminuiu esses
valores em ambos os grupos. Os niveis de NO ndo se mostraram diferentes entre os
grupos. A analise histopatolégica mostrou que os animais MSG apresentaram esteatose
hepatica nao alcodlica, que foi modificada pelo tratamento com o inibidor da COX-2.
Esses resultados demonstram uma forte associacao entre pressao arterial e produtos do
metabolismo da COX-2 e sugerem um possivel papel para as PGE; na fisiopatologia da
hipertenséo derivada da obesidade hipotalamica, além de uma maior ativagdo simpatica
e esteatose hepatica ndo alcodlica.

Palavras-chave: Glutamato monossoédico. Celecoxibe. Prostaglandina. Pressao
arterial. Frequéncia cardiaca.



CUNHA, Natalia Veronez da. Involvement of prostaglandins in inflammatory and
cardiovascular parameters in rats with obesity induced by monosodium
glutamate. 2010. 47 p. Dissertation (Master in Experimental Pathology)) — State
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ABSTRACT

The obesity is considered a worldwide epidemic and is associated with different risk
factors, including hypertension. The literature has shown that circulating levels of
inflammatory mediators such as prostaglandins and cytokines, are elevated in obese
individuals. Furthermore, clinical and experimental data support a link between
endothelial dysfunction and inflammation. The model of hypothalamic obesity
induced by monosodium glutamate (MSG) has been extensively investigated the
metabolic point of view, but the pathophysiology of cardiovascular and autonomic
modulation involved are not fully understood. As a result of this treatment a number
of endocrine abnormalities, and behavioral and growth disorders, hypogonadism and
obesity have been reported. The objective of this study was to evaluate the effects of
pharmacological blockade of COX-2 on the levels of mean arterial pressure (MAP)
and heart rate (HR), heart rate variability (HRV) and blood pressure in
unanesthetized animals and the levels prostaglandin (PGEz) and nitric oxide (NO)
plasma levels in MSG obese rats. Obesity was induced by intradermal administration
of 4 mg / g body weight of monosodium glutamate or saline equimolar within the first
5 days of life of Wistar rats. At 60 days started treatment with celecoxib (50 mg / kg)
or saline 0.9%. At 90 days of life, the animals were anesthetized for catheterization of
the femoral artery and after 24 hours in conscious state, there was the record MAP
and HR for an hour. The record was utilized for spectral analysis of HRV. At the end
of the experiment, heparinized blood samples were collected and the plasma
obtained was used for measurement of NO by quantifying nitrite after treatment of
cadmium and dosage of prostaglandins by the ELISA test by competition, using a
commercial kit. Fragments of liver were processed for histopathological analysis.
MSG obese rats had hypertension compared with control animals, which was
attenuated after treatment with celecoxib, with no changes in HR. The MSG-induced
obesity promoted increased LF component in absolute and normalized units and a
decrease in normalized HF HRV in the frequency domain, without change by
treatment with celecoxib. The levels of PGE, were higher in obese animals and
treatment with celecoxib reduced these values in both groups. NO levels were not
different between groups. The analysis showed that the MSG animals showed
NAFLD, which was modified by treatment with a COX-2. These results demonstrate a
strong association between blood pressure and metabolic products of COX-2 and
suggest a possible role for PGE; in the pathophysiology of hypertension derived from
hypothalamic obesity, and increased sympathetic activity and NAFLD.

Keywords: Monosodium glutamate. Celecoxib. Prostaglandin. Blood pressure. Heart
rate.
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1 INTRODUGAO

A obesidade €& considerada uma epidemia  mundial
independentemente de condicbes econdémicas e sociais, sendo um importante fator
de risco para uma série de doencas crbnicas, como diabetes, doencas
cardiovasculares e cancer.

A Organizagdao Mundial de Saude (OMS) estima que 10% da
populagdo mundial de individuos adultos esta obesa, e em alguns paises do
ocidente a porcentagem de obesos €& ainda maior (25% ou mais) (OGDEN et al.,
2006). No Brasil, de acordo com dados da Pesquisa Nacional sobre Saude e
Nutrigdo (PNSN), o excesso de peso esta presente em 27 milhdes de individuos.
Desses, 6,8 milhdes sao classificados como obesos. Esta ndo € uma doenca restrita
aos adultos, ja que pelo menos 20 milhdes de criangas até os cinco anos de idade
estdo com sobrepeso.

A obesidade caracteriza-se pelo excesso de gordura corporea, que
pode ser desencadeada por erros no metabolismo e na utilizagdo dos nutrientes ou
por balango energético positivo, que ocorre quando o valor caldrico ingerido é
superior ao gasto, promovendo aumento dos estoques de energia e peso corporal
(WHO — World Health Organization, 1997).

Apesar de a obesidade ser o maior fator de risco para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DCV), os mecanismos pelos quais
ela contribui ndo sdo completamente esclarecidos. A obesidade também esta
relacionada a sindrome metabdlica (SM), uma entidade clinica complexa que
consiste de obesidade abdominal, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose,
hipertensdo e hipertrigliceridemia e/ou reducdo dos niveis de colesterol — HDL,
estando associada com a alta incidéncia de DCV.

Ha apenas um século atras as doencas infecciosas eram as maiores
causas de mortalidade, enquanto hoje as doengas crbnicas sdo as grandes causas
de morte no mundo. As DCV causaram 17 milhdes de morte em 2002,
principalmente decorrentes de isquemias e infartos. A prevaléncia global de todas as
doengas crbnicas esta aumentando, com a maioria delas ocorrendo em paises em
desenvolvimento e projetadas para aumentar nas proximas décadas (RANA et al.,
2007).

Em animais de experimentagao € descrito um modelo que mimetiza,
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pelo menos em parte, a situagao clinica de sindrome metabdlica rotulada como
obesidade neuroenddcrina. Assim, essa obesidade pode ser conseguida em ratos
por meio da administracdo subcutdanea de glutamato monossoédico (MSG), um
aminoacido neuroexcitatorio lesivo ao sistema nervoso central (KIZER et al., 1978).

O efeito da administragdao de MSG no periodo neonatal foi estudado
extensivamente (PERELLO et al., 2003; DOLNIKOFFI et al., 2001; MACHEO et al.
2000; BALBO et al., 2000; OLNEY, 1969). Um numero de anormalidades enddcrinas
e comportamentais, tais como disturbios do crescimento, obesidade, disfungao
sexual e parada no crescimento tem sido descritas como resultado deste tratamento
(MARTINS et al., 2004; PERELLO et al., 2003; de CARVALHO et al., 2002; HIRATA
et al., 1997).

A administracdo subcutanea de MSG em ratos durante o periodo
neonatal provoca a destruicdo de corpos celulares de neurbnios localizados no
sistema nervoso central (SNC) devido ao fato de que a barreira hematoencefalica
nao esta totalmente desenvolvida. A lesdo ocorre principalmente em neurdnios
localizados no nucleo arqueado do hipotalamo, uma area intimamente envolvida na
regulacédo de diferentes fungbdes, como balango energético e funcionamento do eixo
hipotalamo-hipdfise, induzindo a uma situacdo de desnervacado funcional dentro
desse eixo e do eixo hipotalamo-tecido adiposo (DAWSON et al., 1997). As
extensivas lesdes no SNC e os consequentes déficits potenciais tém sido usados por
diferentes autores para explicar as respostas neuroenddcrinas alteradas
encontradas neste modelo (PERELLO et al., 2003).

Quando a ingestdo de alimento excede o gasto energético resulta
em um estado de excesso de nutrientes que pode disparar respostas em varios
tecidos: células endoteliais (vascular); hepatdcitos (figado); midcitos (musculos);
adipdcitos (gordura) e mondcitos e macréfagos (componentes do sistema
imunoldgico inato) que elevam as disfungdes metabdlicas (WISSE et al., 2008).

Um das respostas celulares adversas para o excesso de nutrientes é
a produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas moléculas s&o geradas
durante a oxidagao de metabdlitos energéticos como glicose e acidos graxos que
ocorre nas mitocdndrias e por outros processos metabdlicos intracelulares. A
producao excessiva dessas moléculas gera “estresse oxidativo”, que pode provocar
a injuria celular e tecidual, e estimular a resposta inflamatéria, onde as

prostaglandinas (PGE;) tém um papel. Essa resposta ativa padrées de sinalizagao
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celular (como c-Jun N-quinase terminal e o inibidor do fator de transcricdo NF-Kappa
B) que promovem a inflamagao (HOTAMISLIGIL, 2006).

As prostaglandinas sdo horménios locais, presentes em todos os
tecidos animais, responsaveis por uma série de fungdes patoldgicas e fisiologicas.
Sao formadas a partir do acido araquidénico pela acdo da enzima cicloxigenase
(COX). Duas formas dessa enzima foram descobertas e sdo conhecidas como COX-
1 e COX-2, ambas convertem o acido araquidénico em prostaglandinas, mas elas
diferem na biodistribuicdo e acdes fisioldgicas. A COX-1 é a forma predominante da
enzima, sendo expressa em todo o corpo e exercendo varias fungdes fisioldgicas
homeostaticas, como a manutencdo da mucosa gastrica, o fluxo sanguineo e a
agregacao de plaquetas. Por outro lado, a COX-2 & expressa principalmente como
resposta a estimulos inflamatérios, estando envolvida na producdo de
prostaglandinas que mediam a dor e a inflamagdo (GOODMAN & GILMAN, 1996).

Em um trabalho que utiliza o modelo de obesidade induzida por um
aumento do teor de gordura na alimentagdo, ha evidéncias que sugerem que a
COX-2 pode ser diferencialmente responsavel pela producdo de PGE; sistémica e a
geracgao de espécies reativas de oxigénio, enquanto que a COX-1 medeia a sintese
de tromboxano (HSIEH et al., 2009). Contrariamente, HODNETT e colaboradores
(2009) mostraram que em ratos obesos Zucker, a sintese de prostaglandinas e
outros mecanismos de sintese podem estar prejudicadas devido a nitragéo
aumentada de residuos de tirosina da enzima PGl; sintase (PGIS) responsaveis pela
sintese de PGly, resultando numa atenuacao da hiperemia funcional.

A obesidade hoje tem sido vista como um estado inflamatério de
baixa intensidade, e as citocinas vém sendo exploradas de forma especulativa
dentre os potenciais mecanismos envolvidos no aumento da atividade simpatica na
obesidade. Sabe-se que os adipécitos do tecido adiposo branco produzem uma
variedade de citocinas inflamatorias, espécies reativas de oxigénio e leptina na
proporcao de seus volumes, e a obesidade esta associada com o aumento de varios
destes peptideos proé-inflamatérios (MATHIEU et al., 2009; MORRIS, 2008; LOPES,
2007; ANEJA et al., 2004).

Ha varios mecanismos para poder explicar a atividade inflamatéria
relacionada com a adiposidade. Recentes estudos mostram que o tecido adiposo é
um orgao paracrino e endocrino muito ativo. O tecido adiposo perivascular também

parece exercer essas agdes secretoras e sinalizadoras, sendo muito ativo na
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producao de citocinas. A adiponectina é uma proteina de 30 kDa também secretada
pela gordura branca que aumenta a sensibilidade a insulina e estimula a oxidagao
dos acidos graxos musculares. Os niveis sanguineos de adiponectina estédo
reduzidos na obesidade. (MORRIS, 2008). A adiponectina também é um fator
relaxante, sendo protetor contra hipertensdo e DCV. Todavia, na obesidade pode
haver reversdo de seu papel benéfico com queda na produgdao de fatores
vasodilatadores afetando a tensao e fungéo vascular (MORRIS, 2008; GUZIK et al.,
2007).

Outro ponto importante € que o aumento de tecido adiposo tem
relagdo com a resisténcia a insulina, que, por sua vez, tem relagdo com doencas
cardiovasculares. Os mecanismos fisiopatoldgicos para a resisténcia a insulina que
levam a doenga cardiovascular sdo varios: a) a intolerancia a glicose e a
hiperglicemia faciltam a formacdo de produtos glicados, que interagem com
receptores para produtos glicados e promovem diretamente a aterosclerose por meio
da modificagdo da fungédo endotelial, de macréfagos e células musculares lisas; b)
aumento da concentracdo de apoproteina B e aumento da proporcéo da fracdo de
particulas de LDL-colesterol pequena e densa, redug¢do do HDL-colesterol e
aumento de triglicérides; c) a resisténcia a insulina reduz a produgao de 6xido nitrico,
prejudicando a vasodilatacdo mediada pelo endotélio; d) a resisténcia a insulina
contribui para o desenvolvimento da hipertensdo, que € um fator de risco para
doencas cardiovasculares; e) a resisténcia a insulina aumenta o risco de trombose
por meio do mecanismo que envolve aumento inibidor do ativador de plasminogénio
-1 (PAI-1); f) a resisténcia a insulina, per si, € caracterizada por um estado pro-
inflamatorio, pois estd associada a elevada concentracdo de marcadores
inflamatdrios (MATHIEU et al., 2009; LOPES, 2007).

A associacao da obesidade com um estado de inflamagao crénica
pode ser constatada pelo fato de observamos infiltrados de macréfagos no tecido
muscular e adiposo (WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2005) e produgdo anormal de
mediadores pro-inflamatérios como o fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina
6 (IL-6) (MATHIEU et al., 2009; MORRIS, 2008; ANEJA et al., 2004) e ativagao da
oxido nitrico sintase induzivel (iNOs) (PERREAULT & MARRETE, 2001). Este
estado inflamatério estéd associado a um déficit de energia na forma de ATP
(WLODEK & GONZALES, 2003) e a superproducgao simultanea de gordura e leptina
(MUNZBERG & MYERS, 2005). Assim sendo, a inflamagao parece ser um evento
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importante na obesidade. E possivel que a relacdo entre obesidade e doencas
vasculares dependa, em parte, do aumento da produgdo e liberagdo desses
mediadores inflamatorios do tecido adiposo (ANEJA et al., 2004).

O oxido nitrico (NO) é um radical produzido a partir da L-arginina,
por uma reacdo mediada pela enzima NO-sintase. Até o presente, momento foram
identificadas trés isoformas da NOS: neuronal NOS (nNOS ou NOS I), presente no
cérebro, medula espinhal, ganglios simpaticos, nervos periféricos, células epiteliais
do estdbmago, utero, pulmao e musculo esquelético; endotelial NOS (eNOS ou NOS
[ll), encontrada em células endoteliais, musculo liso vascular e musculo cardiaco,
sendo estas duas isoformas expressas constitutivamente dentro de condi¢des
fisiologicas; e uma terceira isoforma induzivel da NOS (iNOS ou NOS IlI), cujas
fontes podem ser células endoteliais, células epiteliais, macrofagos, neutrofilos,
células do musculo liso vascular e fibroblastos (MONCADA, 1993; RANDOMSKI et
al., 1990; MAYER & ANDREW, 1998; COLASANTI & SUZUKI, 2000).

O NO participa da inflamacdo de duas formas diferentes. O NO
produzido pela via induzivel, como o que ocorre em macréfagos, tem agdes pro-
inflamatdrias (o qual é estimulado por TNF-a, IL-1 e IL-6), enquanto que o NO
produzido pela via endotelial e neuronal parecem possuir acdes antiinflamatodrias
(DAS, 2001).

A disfungéo endotelial € uma caracteristica comum de muitos fatores
de risco cardiovasculares, tais como a hipertensdo, diabetes, resisténcia a insulina,
obesidade e hiperlipidemia, sendo uma via final importante comum pela qual esses
fatores aumentam o risco de aterosclerose. Pode ocorrer como resultado de toxinas
metabdlicas, tais como acidos graxos livres e citocinas inflamatérias, incluindo IL-6 e
TNF-a. Hiperglicemia, produtos avancados de glicagcdo e outras anormalidades
metabdlicas podem alterar vias endoteliais de sinalizagao intracelulares, como a via
PI3K-Akt. Finalmente, espécies reativas de oxigénio, particularmente o superdxido,
podem retirar o NO vascular e impedir o relaxamento do musculo liso vascular
(ZHANG, 2008; JONK et al., 2007; SEMENKOVICH, 2006; KIM et al., 2004). O NO
produzido pela eNOS pode ser rapidamente inativado pela reacdo com superoxido
(O2) para formar anion peroxinitrito (OONQO") (PACHER et al., 2007). O superdxido
pode ser formado por NADPH oxidase ou eNOS desacoplada (GRIENDLING et al.,
2000; COSENTINO et al., 1998). Assim, ha varios mecanismos que podem levar a

disfungdo endotelial. No entanto, a caracteristica comum é uma redugdo na
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biodisponibilidade de NO, que normalmente serve para proteger o vaso dos eventos
moleculares que levam a aterosclerose.

Considerando que a obesidade € uma condi¢cao precursora de varias
fisiopatologias, dentre elas a hipertensao, o sistema nervoso simpatico apresenta-se
como um importante candidato dentre os principais mecanismos envolvidos
(SHIBAO et al., 2007). O aumento da atividade simpatica € uma caracteristica
comum a obesidade em humanos e em modelos animais. Esse aumento pode levar
ao aumento da pressao arterial via vasoconstricdo periférica e aumento da
reabsorgao tubular renal de sédio (RAHMOUNI et al., 2005).

Esse aumento da atividade simpatica no individuo obeso esta
relacionado com outras modificagdes sistémicas que resultam em hipertenséo.
Existem situagcdes que de forma isolada ou interagindo com o sistema nervoso
simpatico contribuem para a manutencado da pressao elevada no individuo obeso.
Dentre essas alteragdes, podem-se destacar a hiperinsulinemia, a hiperleptinemia e
0 aumento dos acidos graxos (MATHIEU et al., 2009; MORRIS, 2008; LOPES, 2007,
RAHMOUNI et al., 2005; ANEJA et al., 2004).

A analise espectral para o estudo da variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC) é um instrumento nao invasivo valioso usado como marcador
quantitativo da atividade autonémica. Com a disponibilidade de gravadores
electrocardiograficos multi-canal de alta frequéncia, a VFC tem potencial para
fornecer conhecimentos adicionais valiosos para condigdes fisioldégicas e
patolégicas, e para reforcar a estratificagdo de risco cardiovascular (MALLIANI &
MONTANO, 2002).

A analise espectral € uma ferramenta que decompde os sinais
cardiovasculares em frequéncia de componentes e quantifica a poténcia de cada um
desses componentes. Trés componentes principais sao caracterizados em um
registro de curto periodo, como gravagdes de 2 a 5 minutos: frequéncia muito baixa
(VLF), frequéncia baixa (LF) e frequéncia alta (HF). A distribuicdo da poténcia e da
frequéncia central de LF e HF nao é fixa, podendo variar em relacao as alteracoes
na modulacdo autondmica cardiaca. A explicacao fisiolégica do componente VLF
nao esta muito bem definida, e a existéncia de um processo fisiologico especifico
atribuivel a alteracdes cardiacas deste periodo ainda é questionada. Assim VLF
avaliada a partir de um registro de curto periodo € uma medida duvidosa e deve ser

evitada ao interpretar os espectros (Task Force of the European Society of
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Cardiology the North American Society of Pacing Electrophysiology, 1996; KAMATH
& FALLEN, 1993).

A medida dos componentes VLF, LF e HF normalmente sdo dadas
em valores absolutos de poténcia, porém, LF e HF podem ser medidos em unidades
normalizadas, que representam o valor relativo de cada componente em relacdo ao
total, descontando-se o componente VLF (Task Force of the European Society of
Cardiology the North American Society of Pacing Electrophysiology, 1996).

A atividade vagal é a principal contribuinte para o componente HF,
como visto em observagdes clinicas e experimentais de manobras autondmicas
como a estimulagdo elétrica vagal, bloqueio dos receptores muscarinicos e
vagotomia. Porém, existe um desacordo em relagdo ao componente LF. Alguns
estudos sugerem que LF, quando expresso em unidades normalizadas, € um
marcador quantitativo para modulagdes simpaticas, em outros estudos LF ¢é visto
como refletindo tanto atividade simpatica quanto vagal. Esta discrepancia se deve ao
fato de que em algumas condigbes, associadas com excitagdo simpatica, uma
diminuicdo na poténcia absoluta do componente LF ¢é observada.
Consequentemente, a relagdo LF/HF é considerada por alguns pesquisadores como
retrato do equilibrio simpato-vagal ou reflexo das modulagbes simpaticas
(MONTANO et al., 1994; MALLIANI et al., 1991). Disturbios no controle autonémico
da VFC, incluindo diminuigdo do tdénus vagal, com ou sem aumento no tdnus
simpatico, tém sido evidenciados na obesidade (QUILLOT et al., 2001; GAO et al.,
1996).

A obesidade também tem sido associada com a doenga hepatica
gordurosa ndo alcodlica (esteatose hepatica), que € uma condi¢do inflamatéria
cronica do figado, cujo espectro de apresentagao varia desde uma simples infiltragéo
hepatica de gordura (esteatose), passando pelo estabelecimento de um processo
inflamatorio (esteatoepatite) até a fibrose hepatica. Entre os mecanismos
fisiopatolégicos atualmente relacionados ao desenvolvimento da doenga hepatica
gordurosa nao alcodlica em individuos obesos estdo a resisténcia insulinica, o
estresse oxidativo e a resposta inflamatéria (HSIEH et al., 2009; BUQUE et al. 2008;
MANTENA et al., 2008).

O estado de resisténcia insulinica, frequentemente associado a
obesidade, leva ao aumento dos acidos graxos livres circulantes, que sao captados

e depositados dentro do hepatdcito. Esse depdsito ativa a cascata inflamatodria,
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modulada por uma série de citocinas, incluindo as adipocitocinas, e resulta em
exacerbacado do estresse oxidativo — processo fundamental para a progressao da
doenga hepatica gordurosa nzo alcodlica para fibrose (HSIEH et al., 2009; BUQUE
et al. 2008; MANTENA et al., 2008).

As principais caracteristicas histoléogicas da doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica incluem esteatose macrovesicular e infiltragdo inflamatéria
com leucécitos polimorfonucleares e/ou neutrofilos. Corpusculos de Mallory também
podem ser encontrados, bem como degeneracdo dos hepatocitos e aumento da
morte celular. Esta inflamagao cronica do figado pode induzir o desenvolvimento de
fiborose em graus diferentes, podendo degenerar em cirrose e hepatocarcinoma
(RUBIN et al., 2006). Um estudo mostrou que 80% dos individuos obesos tém
esteatose hepatica, 33% inflamac&o portal, 24% fibrose e 3% cirrose (BUQUE et al.,
2008).

Recentes descobertas sugerem que a ativacdo da cicloxigenase-2
(COX-2) mediada pela inflamagdo da gordura visceral € importante para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina e esteatose hepatica em ratos obesos
induzidos por alto teor de gordura na alimentagao (HSIEH et al., 2009).

Embora os efeitos metabdlicos, bioquimicos e mesmo moleculares
da administragdo de MSG em ratos Wistar durante o periodo neonatal ja tenham
sido estudados, pouco se sabe sobre os efeitos deste modelo de obesidade
neuroenddcrina sobre o sistema cardiovascular, especialmente no que se refere ao
controle da circulacao sistémica e da fungao cardiaca. Um trabalho recente realizado
com ratos (VOLTERA et al., 2008) mostrou que esse modelo de obesidade
apresenta hipertensdo e taquicardia, mas a medida foi realizada em animais
anestesiados, que conhecidamente podem ter seus niveis pressoricos alterados, em
decorréncia do uso da anestesia (NEUKIRCHEN e KIENBAUM, 2008).

Dessa forma, a proposta desta dissertacdo foi avaliar os efeitos do
tratamento crénico com celecoxibe, um inibidor seletivo da COX-2, no
desenvolvimento da hipertensdao no modelo de obesidade hipotalamica induzida por
MSG neonatal, através de medi¢cdes diretas de pressdo arterial e frequéncia
cardiaca em animais adultos conscientes; analise espectral da variabilidade da
frequéncia cardiaca e da pressao arterial; dosagem de PGE; e de NO no plasma em

ratos obesos e controle.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS
Este trabalho tem como objetivo principal investigar os efeitos do
bloqueio farmacoldgico da COX-2 sobre parametros cardiovasculares, inflamatoérios
e autondmicos em animais obesos MSG n&o anestesiados.
2.2  OBUJETIVOS ESPECIFICOS
1-Caracterizar os parédmetros basais de pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) em ratos obesos MSG n&o anestesiados, tratados ou ndo com
celecoxibe;
2-Realizar a analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca e pressao
arterial nos ratos obesos tratados ou ndo com celecoxibe e comparar com os

animais controle;

3-Quantificar os niveis plasmaticos de NO e prostaglandinas (PGE;) de todos os

animais experimentais;

4-Analisar o efeito do pré-tratamento com celecoxibe sobre o indice de Lee e peso

das gorduras retroperitoneal e perigonadal;

5-Analisar a histologia do figado dos animais experimentais.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas
(CIF) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) e todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da Universidade (CEEA, processo n® 05921).

3.1 ANIMAIS

Para esta pesquisa foram utilizados ratos Wistar, obtidos a partir de
cruzamentos realizados no biotério setorial do departamento de Ciéncias
Fisioldgicas. Aos 21 dias de vida, esses animais foram desmamados e mantidos em
gaiolas coletivas (maximo de cinco animais) a temperatura constante de 21 + 2 °C,

com ciclo claro/escuro de 12 horas. Agua e racdo foram fornecidas “ad libitum”.

3.2 INDUCAO DA OBESIDADE

Ratos Wistar receberam durante os cinco (5) primeiros dias de vida
injecdes intradérmicas de glutamato monosodico (4mg/g) e os controles receberam
salina equimolar. A obesidade foi avaliada aos 90 dias pelo calculo do indice de Lee
[peso corporal (g) 1/3/ comprimento nasoanal (cm) x (1000)] e peso das gorduras

retroperitonial e perigonadal.

3.3 PEso CORPORAL

A partir dos 21 dias de vida, os ratos dos grupos controle e
experimental foram avaliados diariamente para determinacdo da massa corporal.
Essa avaliagdo ocorreu até os 90 dias de vida dos animais. Os dados coletados

foram utilizados para elaboracao de curvas de crescimento.
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3.4  BLOQUEIO FARMACOLOGICO DA PRODUGAO DE PROSTAGLANDINAS

Ratos Wistar que receberam o glutamato monossoédico ou salina
equimolar no periodo neonatal foram divididos em dois (2) grupos aleatoriamente e
tratados pela via intraperitoneal ou com celecoxibe (inibidor seletivo de COX-2,
50mg/Kg) (TATAKIHARA et al., 2008) ou salina 0,9% (controle). O celecoxibe foi
dissolvido em solugao salina. Os diferentes tratamentos tiveram inicio aos 60 dias de
vida e foram administrados diariamente até que os animais completassem 90 dias de
idade.

3.5 CANULACAO DA ARTERIA E VEIA FEMORAIS

Os animais controle e MSG foram submetidos a cirurgia sob
anestesia de pentobarbital sédico (50 mg/kg) por via intraperitoneal para
implantacdo de uma cénula na artéria femoral com o objetivo de monitorizacdo da
pressao artéria. A canula era constituida por segmento de polietileno PE-10 (4-5 cm)
soldado a segmento de polietileno PE-50 (12-13 cm), previamente preenchido com
solugao salina 0,9% e anticoagulante (15 U/mL de heparina em solugéo salina) e
obstruidos com um oclusor. Uma incisdo de 1,0 cm foi feita na fossa iliaca direita do
animal e a artéria femoral direita dessecada. Uma linha de costura foi utilizada para
se isolar a regiao distal da artéria femoral e uma pinga hemostatica foi nela colocada,
obstruindo temporariamente o fluxo arterial. Em seguida, um pequeno corte foi feito
na artéria femoral e a cénula introduzida e cuidadosamente amarrada na artéria.
Apoés esse procedimento, a canula era exteriorizada na regido dorsal do animal
através de um trocater por via subcutdnea e fixada a pele por sutura cirurgica.
Quando a administracdo endovenosa de drogas se fez necessaria, um catéter
similar foi introduzido na veia femoral.

Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o

periodo pds-operatorio.



24

3.6 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL E DA FREQUENCIA CARDIACA

ApoGs 24 horas da canulagdo, os animais foram submetidos ao
registro direto da presséo arterial e frequéncia cardiaca.

A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de presséao
(MLTO0380, ADInstruments) conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (Powerlab, 4/20T, ADInstruments), obtendo-se assim a presséo
pulsatil (PA), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Durante o
periodo de registro, os animais foram mantidos dentro de caixas individuais em
ambiente silencioso. Experimentos pilotos ja evidenciaram que os procedimentos
utilizados neste protocolo ndo causam reagdes dolorosas ou outro tipo de
comportamento que interfira no registro cardiovascular.

Apods 40 minutos de registro da PA e FC, o animal era desconectado

do aparelho de registro e eutanasiado com uma dose letal de anestésico.

3.7  VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA (VFC)

O registro basal de pelo menos 10 minutos de gravagdes da FC nos
grupos controle e experimental foram submetidos a analise da VFC no dominio da
frequéncia. As gravagdes foram processadas utilizando-se o software informatico,
que se aplica um algoritmo para detectar a inflexdo dos pontos ciclo-a-ciclo de uma
onda periddica, determinando os valores de cada batimento das pressdes sistolicas
e diastdlicas. Os intervalos de pulso (Pl) de séries temporais também foram gerados
para medir o intervalo de tempo entre as leituras adjacentes da pressao diastdlica. A
variabilidade global da Pl foi avaliada com base na variancia das séries temporais. A
variabilidade do Pl no dominio frequéncia foi avaliada pela analise espectral, de
acordo com RUBINI et al., 1993.

3.8  DETERMINAGAO DE NITRITO PLASMATICO COMO ESTIMATIVA DAS CONCENTRAGOES
PLASMATICA DE OxIDO NiTRICO (NO).

Apds 30 minutos da finalizagao do registro cardiovascular, amostras
de sangue heparinizado (1,5 ml) foram coletadas dos animais controle e MSG

através da canula arterial. O sangue foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos a
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4°C. O plasma obtido foi utilizado para dosagem de NO por meio da quantificagcao de
nitrito apos tratamento da amostra com cadmio e segundo método descrito por
Navarro-Gonzalez e colaboradores (1998), adaptado por Panis (2009).

O método baseia-se na redugao de nitrato a nitrito mediada por
reacoes de Oxi-reducdo ocorridas entre o nitrato presente na amostra e o sistema
cadmio-cobre dos reagentes (Figura 1), com posterior diazotacdo e deteccao
colorimétrica do azocomposto formado pela adicdo do reagente de Griess em leitor

de microplaca a 550 nm (modelo ELX-800, Bioteck Instruments Inc.).

Figura 1 - Esquema global das reacbes envolvidas na determinagcdo de nitrito
plasmatico empregando-se o0 método de Cadmio-Cobre seguido da
reacao de Griess.

Cd+20H™ — Cd(OH), + 2¢~
NO3 + 2¢~ + Hy0 — NO; + 20H™
Cd 4+ NOT + HyO0 — Cd(OH), 4+ NO7

3.9 DOSAGEM DE PROSTAGLANDINA E; (PGEy)

Aliquotas do plasma foram também utilizadas para a quantificacao
de PGE; através do método ELISA por competicdo, utilizando um kit comercial
(Cayman Chemical Company).

O ensaio € baseado na competicdo entre a PGE, da amostra e
PGE; ligada a acetilcolinesterase (AchE-PGE;). Como a concentragcdo de AchE-
PGE; é constante e o conteudo de PGE, da amostra € variavel, a quantidade de
AchE-PGE; capaz de se ligar no anticorpo monoclonal é inversamente proporcional
a quantidade de PGE; da amostra. Este complexo liga-se ao anticorpo anti-IgG da
placa pré-sensibilizada e, apds a lavagem para remogao das moléculas nao ligantes,
adiciona-se o reagente de Ellman, substrato da acetilcolinesterase (AchE). Este
reagente &€ composto por acido 5,5-ditiobis nitrobenzoico (DTNB) e acetiltiocolina,
cuja degradacao pela AchE produz tiocolina, capaz de reagir com o DTNB formando
acido 5-tio-2-nitrobenzoico (Figura 2). O produto desta reagédo enzimatica apresenta
coloragdo amarela e pode ser medido através da absorbancia a 412 nm. A
intensidade da cor medida espectrofotometricamente é proporcional a quantidade de

AchE-PGE; e ¢é inversamente proporcional a concentracido de PGE, da amostra.
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Figura 2 - Reagao catalisada pela acetilcolinesterase
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Basicamente, a preparacao da placa e da reacédo pode ser descrita
da seguinte maneira: apds diluicdo dos reagentes liofilizados fornecidos pelo kit, as
solugdes foram adicionadas aos pogos da placa segundo esquema abaixo (Figura
3):

Figura 3 - Distribuigcdo da placa de ELISA

2 3 4 5 6 7 8 9 101112

A .@@@@@@@@@@@
B @YEIE@@@M@E)(NEP| Bk~ embranco
Cc @BEE@EEGEENNH)AF| TA - Atividade Total

D @@@@@@@@ NSEB - Ligacio nio-especifica
E @@@@@@@@@@@ By -Ligacio maxima

F EBEEE)EE)DDDE)E)(ED)| $1-58 - Padries 1-8

G @@@@@@@@@@@ 1-24 - Amostras
H@EEEEEEBEIEE

Cada placa contém 2 brancos (Blk), 2 pogos de ligagdo nao
especificos (NSB), 2 pocos de ligacdo maxima (Bp) e oito pontos da curva padréo
distribuidos em duplicata. Foram adicionados 100 yL do tampao de reacao (EIA
buffer) aos pogos NSB e 50 pyL aos pogos By. Aliquotas de 50 pyL dos padrbes
diluidos a concentragdes variaveis de 15.6 a 2 pg/mL foram adicionadas na placa

nas colunas 2 e 3. Em seguida, 50 yL da amostra foram adicionados a cada pogo
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em duplicata. AchE-PGE; foi adicionada em todos os pogos (50 pL), com excecao
dos pocos TA e Blk. O anticorpo monoclonal foi adicionado a todos os pogos (50 uL),
com excegdao dos pogos TA, NSB e Blk. Em seguida, a placa foi incubada a
temperatura ambiente por 60 minutos, com posterior adi¢do do reagente de Ellman e
5 yL de marcador ao pogo TA, com leitura da absorbancia a 412 nm em leitor de

microplaca (modelo Victor 3 —multilabel counter 1420, PerkinElmer).

Figura 4 - Esquema da reacéo para detecgdo de PGE; por ELISA de competigédo
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Revelagcao da placa com reagente de Eliman.

Os dados obtidos foram plotados em tabelas fornecidas pelo

fabricante (www.caymanchem.com) e expressos em pg/mL.

3.10 ANALISE HISTOLOGICA DO FiGADO

Os animais eutanasiados foram submetidos a toracotomia, onde o
figado foi retirado para analise histopatolégica.

Fragmentos do figado foram fixados em solugdo de formalina
tamponada 10% durante 24 horas, desidratados em concentragdes crescentes de

alcool e diafanizados em xilol. Em seguida, realizou-se a inclusdo em parafina e
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blocagem do material para corte. Os cortes obtidos por microtomia mecanica (5um
de espessura) foram fixados em laminas de vidro, corados por hematoxilina-eosina
(HE) e analisados por microscopio eletrénico com objetiva de 20x. As imagens foram
obtidas por meio de capturador de imagens, acoplado ao fotomicroscopio Leica
DMLB (programa Leica IM50).

3.11 DROGAS UTILIZADAS

Para este trabalho foram utilizadas as seguintes drogas:

- Celecoxibe (celebra, Pfizer Pharmaceuticals LLC — Caguas — Porto
Rico);

- Cloreto de sodio P.A. (Casa Americana de produtos para
laboratério — CAAL);

- Glutamato monossaddico (Sigma co, St. Louis, MO, USA);

- Heparina sddica (Laboratorios Roche, Brasil);

- Pentobarbital sodico (Laboratérios Cristalia, Brasil).

3.12 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o
programa estatistico “INSTAT” (GraphPad, San Diego, CA). Os resultados foram
expressos como meédia + erro padrdao da média (EPM). As comparacgdes feitas num
mesmo animal ao longo do tempo foram analisadas por Anadlise de Variancia
(ANOVA), e as comparagdes entre os grupos controles e experimentais foram
analisadas pelo teste t-Student nao pareado, considerando as diferencas

significantes para um valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGAO DA OBESIDADE MSG

A partir do desmame, aos 21 dias de vida, foi feito o
acompanhamento diario dos pesos corporais de todos os animais experimentais até
aos 90 dias de vida. Nossa analise mostrou que os animais obesos tém um menor
ganho de peso corporal comparado com os animais controle. No entanto, o ganho
de peso corporal nao foi influenciado pelo tratamento com celecoxibe em ambos os
grupos estudados (Figura 5).

O tratamento com MSG durante os cinco primeiros dias de vida em
filhotes de ratos Wistar induziu a obesidade em ratos adultos, como indicado por um
aumento do indice de Lee nos grupos MSG quando comparados aos ratos do
controle (p<0,05). Os ratos MSG apresentaram um maior acumulo de gordura
retroperitoneal e perigonadal comparado aos controle, como mostrado na Tabela 1.

Ainda, ratos MSG mostraram um peso corporal e comprimento naso-
anal (CNA) menor que os ratos controle. Essas observagbes constituem a
caracterizacdo da obesidade em ratos MSG, no entanto, o pré-tratamento com

celecoxibe ndo modificou esses parametros.
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Figura 5 - Evolugao temporal do peso corporal dos ratos dos grupos controle e MSG
pré-tratados com salina e celecoxibe.
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*p<0,05 comparado ao grupo controle salina
** p<0,05 comparado ao grupo controle celecoxibe.
Cada ponto no grafico representa a média + EPM do peso corporal para todos os grupos.

Tabela 1 - Efeitos da administragdo de MSG neonatal em ratos adultos pré-tratados
com salina ou celecoxibe

CTR MSG CTR MSG
SALINA SALINA CELECOXIBE CELECOXIBE
(n=7) (n=8) (n=5) (n=7)
Peso (9) 374 £+ 16.17 316 £ 6.94 * 384 + 15.51 312+ 11.12°*
Comp N-A
(cm) 23 +0.39 21+0.32* 24 +0.46 21+0.29*
0.33 £ 0.005
indice Lee 0.31 £ 0.004 * 0.31 £ 0.004 0.32 £ 0.004 *
Gord Peri
(9) 3.24 £+ 042 6.36 £+ 0.81* 2.54 £ 0.21 493 +0.66 *
Gord Retro
(9) 3.60 £ 0.46 7.08+0.51* 2.79 £ 0.47 6.32+043*

Comp N-A: comprimento naso-anal; Gord Peri: gordura perigonadal; Gord Retro: gordura
retroperitonial

Valores expressos como média £ EPM

*p <0,05 comparado com o controle

p> 0,05: CTR salina comparado com CTR celecoxibe

p> 0,05: MSG salina comparado com MSG celecoxibe

4.2 VALORES DE PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA
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Os valores de referéncia para a pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) para cada grupo foram obtidos como o valor médio do
periodo de registro basal de 30 minutos para cada animal. No grupo controle pré-
tratado com salina, os valores de referéncia foram: PAM: 118 £ 2 mmHg; FC: 350 +
12 bpm (n = 7); jd no grupo MSG pré-tratado com salina, foram: PAM: 138 * 4
mmHg; FC: 384 + 15 bpm (n = 8). Nossos dados mostraram que os animais MSG
sao hipertensos comparados com os controles, e o tratamento com celecoxibe
atenuou a PAM apenas no grupo MSG, sem alteragdo na FC (Figura 6). Os valores
obtidos no grupo controle pré-tratado com celecoxibe foram: PAM: 118 £ 2 mmHg;
FC: 355 + 8 bpm (n = 5); e no grupo MSG pré-tratado com celecoxibe foram: PAM:
126 £ 2 mmHg; FC: 387 £ 9 mmHg (n = 7).
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Figura 6 — Efeitos da obesidade hipotalamica sobre a presséao arterial média (PAM)
(A) e frequéncia cardiaca (FC) (B) em ratos acordados tratados ou nao

com celecoxibe. CTR (controle); MSG (obesos MSG).
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4.3 ANALISE ESPECTRAL DO INTERVALO DE PULSO E PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

A modulagdo do sistema nervoso autbnomo pela analise espectral
mostrou que a obesidade induzida por glutamato monossodico (MSG) promoveu
aumento do componente LF nas unidades absolutas e normalizadas e uma
diminuicao no HF normalizado na analise da variabilidade da frequéncia cardiaca no
dominio da frequéncia (Tabela 2). Nenhuma diferenga estatistica foi encontrada na
analise da pressao arterial sistolica (Tabela 3).

O pré-tratamento com celecoxibe ndo alterou nenhum dos

parametros analisados.

Tabela 2 — Parametros espectrais do intervalo de pulso

CTR MSG CTR MSG
PARAMETROS SALINA SALINA CELECOXIBE CELECOXIBE
(n=7) ( n=8) ( n=5) ( n=7)
Variabilidade 18.46 + 24.98 +
(msz) 4.94 4.79 30.46 + 4.59 24.36 + 4.06
6.91 £ 1.46
LF(msz) 2.85+1.11 * 2.87 £1.13 9.32+215*
18.30 £ 38.49 +
LF um 5.69 6.27 * 13.64 £ 4.54 4141+7.34*

HF (ms?) 9.51+242 985+223 11.66+2.07 9.01 +2.37
71.48 50.94 +
HF um 6.22 7.03* 85.17 +4.24 48.70 £7.52*

LF/HF 0.43+0.17 1.18+0.42 0.35+0.22 1.42 £ 0.45

LF: faixa de baixa frequéncia absoluta; LFun: faixa de baixa frequéncia normalizada; HF: faixa de alta
frequéncia absoluta; HFun: faixa de alta frequéncia normalizada; LF/HF: razdo entre LF e HF.

Valores expressos como média + EPM

*p<0,05 comparado ao controle

p> 0,05: CTR salina comparado com CTR celecoxibe

p> 0,05: MSG salina comparado com MSG celecoxibe



34

Tabela 3 — Parametros espectrais da pressao arterial sistolica

A CTR MSG CTR MSG
PARAMETROS SALINA SALINA CELECOXIBE CELECOXIBE
( n=7) ( n=8) ( n=5) ( n=7)
Variabilidade 13.63 + 17.11 £
(msz) 1.82 2.12 37.84 £ 13.39 19.97 + 3.67
11.08 +
LF(msZ) 791+1.44 1.56 24.40 £9.23 11.84 £ 3.22
64.13 + 71.36
LF um 8.75 5.66 7559 +4.01 64.66 £ 6.72
HF (msz) 377+1.23 3.77+1.02 6.51+1.72 445 +0.94
35.87 + 28.50 +
HF um 8.75 5.69 24.41 £ 4.01 35.34 £ 6.72
LF/HF 341+090 4.70+1.06 7.20 + 3.03 4.04 £+1.52

LF: faixa de baixa frequéncia absoluta; LFun: faixa de baixa frequéncia normalizada; HF: faixa de alta
frequéncia absoluta; HFun: faixa de alta frequéncia normalizada; LF/HF: razdo entre LF e HF.
Valores expressos como média + EPM

*p<0,05 comparado ao controle

p> 0,05: CTR salina comparado com CTR celecoxibe

p> 0,05: MSG salina comparado com MSG celecoxibe

4.4  Niveis de Prostaglandinas Plasmaticas

Os niveis plasmaticos de prostaglandinas foram medidos em todos
0s animais e foi observado um aumento no grupo MSG comparado com controle
(Figura 7). O tratamento com celecoxibe atenuou os niveis de PGE; nos dois grupos,

porém a diminuicdo nos animais MSG foi maior.
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Figura7 — Niveis plasmaticos de prostaglandinas (PGE;) em todos os grupos
estudados. CTR (controle); MSG (obesos MSG).
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* P<0,05 comparado com o CTR salina;
# p<0,001 em comparagédo com grupos salina.

4.5 Nivels INDIRETOS DE OxIDO NiTRICO (NO)

O NO foi avaliado através de determinagao indireta por meio da
quantificacdo do nitrito no plasma de todos os grupos de animais, e foi observado
que os ratos obesos MSG tratados ou ndo com o celecoxibe n&o diferiram do grupo

controle (Figura 8).

Figura 8 —Niveis plasmaticos de nitrito em todos os grupos estudados. CTR
(controle); MSG (obesos MSG).
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4.6 ESTEATOSE HEPATICA

Em nosso modelo de obesidade, a analise histopatolégica do figado
mostrou que o grupo MSG apresentou uma distribuicdo difusa de vesiculas de
lipidios e reparticdo da arquitetura do tecido em hepatécitos, caracterizando a
esteatose hepatica ndo-alcodlica. Os vacuolos sao arredondados, de limites claros e
de tamanho variavel. Os hepatécitos dos animais MSG mostraram alteragdes
morfologicas, que foram atenuadas no grupo MSG tratados com celecoxibe,
mostrando um aspecto rendilhado do citoplasma, em vez de microvacuolizagao. Os
grupos controle tratados e nao tratados nao apresentaram alteracbes

histopatolégicas (Figura 9).

Figura 9 — Fotomicrografia do figado de todos os grupos estudados. CTR (controle);
MSG (MSG obesos) tratados ou ndo com celecoxibe.
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Coloragéo: HE. Objetiva: 20x.



37

5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a administracdo de MSG no periodo
neonatal em ratos, além da indugcdo da obesidade neuroenddcrina, ocasiona um
nivel moderado de hipertensdo na idade adulta, a qual foi acompanhada pelo
aumento dos niveis plasmaticos de PGE, e esteatose hepatica ndo alcodlica, que
foram atenuados apds o tratamento com celecoxibe, um inibidor seletivo da COX-2.
Também foi demonstrado um aumento no componente LF e diminuicdo do HF na
variabilidade da frequéncia cardiaca nos animais obesos. O tratamento com o
inibidor da COX-2 nao alterou os efeitos no balango autonédmico observado nos
animais tratados com salina.

Embora seja conhecido na literatura como um modelo de obesidade
neuroenddcrina, dados deste trabalho confirmaram que os ratos que receberam
MSG nos cinco primeiros dias de vida, em vez de um aumento no peso corporal,
tiveram sim um grande aumento da gordura visceral. Vale comentar que o menor
peso do inicio ao fim dos ratos obesos MSG provavelmente se deve ao menor
tamanho desses animais, o que poderia ser consequéncia das alteracbes
enddcrinas descritas nesse modelo relacionado com a menor secregao do hormdnio
de crescimento (ROMAGNANO et al., 1982). O tratamento com MSG parece
diminuir a produgado do horménio de crescimento, resultando em uma redugdo do
comprimento do corpo e atrofia da hipofise, das gbnadas e os nervos oOpticos
(ZELEZNA et al., 2008).

O aumento da gordura corporal, sem qualquer alteragcdo do peso
corporal nos animais obesos MSG, pode ser explicada por uma menor taxa
metabodlica e ndo por uma elevada ingestdo de alimento observado em outros
estudos (ZELEZNA et al., 2008; MALETINSKA et al., 2006).

Um trabalho recente de Voltera e colaboradores (2008) demonstrou
que os niveis da PAM nos animais MSG néao foram diferentes do controle quando a
afericdo da presséao arterial foi realizada por método indireto através da mensuragéo
por manguito na cauda. No entanto, quando os animais foram anestesiados para
mensuracgao direta da presséao arterial, o grupo MSG apresentou-se hipertenso. Em
nosso estudo, a avaliagdo dos parametros cardiovasculares foi feita através da
mensuracdo direta em ratos acordados, o que prevé uma avaliagdo sem a

interferéncia da anestesia.
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Assim, entendemos que este é o primeiro trabalho que avalia os
efeitos pressores diretos em ratos obesos MSG em estado consciente, ou seja, ndo
anestesiado, além de revelar o envolvimento de prostaglandinas na hipertenséo
associada com esta condicdo e a modulacao pelo sistema nervoso auténomo.

A hiperatividade simpatica €& proposta como um dos elos da
hipertensdo a doenca cardiovascular (DA SILVA, et al., 2009; GRASSI et al., 2009;
SOUZA et al.,, 2008). A ativacdo simpatica esta implicada na patogénese da
hipertensdo essencial através de modificagdes da frequéncia cardiaca e débito
cardiaco, aumento da resisténcia vascular periférica e retencdo de sodio renal
(GRASSI, et al., 2006; TENTOLOURIS, et al., 2006).

Recentemente foi proposto que a determinagcdo do equilibrio
simpatovagal é um dos testes mais importantes para a analise da fungdo autonémica
e a anadlise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) € um indicador
muito sensivel da modulagao simpatica para estabelecer a avaliacdo, o diagndstico e
o prognostico de doengas que ocorrem devido a disfungdes autonémicas, como na
obesidade (PAL et al., 2009).

Trabalhos da literatura que utilizaram a analise espectral como
ferramenta para avaliagdo da modulagdo autondmica mostraram que ha maior
ativagao simpatica na obesidade em humanos (PASCHOAL et al., 2009; KAUFMAN
et al., 2007). Esses dados estdo de acordo com os encontrados em nosso trabalho,
mostrando que os animais obesos MSG apresentam uma maior ativagao do sistema
nervoso simpatico, representado pelo componente LF da VFC. No entanto, outros
pesquisadores observaram resultados diferentes dos nossos no mesmo modelo,
porém utilizando métodos diversos de avaliagdo (andlise de catecolaminas)
(SCOMPARIN et al., 2006; MARTINS et al., 2004).

A inflamagao induz a expressdo de uma variedade de proteinas,
incluindo prostaglandina-endoperédxido sintase-2 (PGHS-2) — também conhecida
como cicloxigenase (COX-2), a enzima chave no metabolismo dos eicosanoides. O
gene da COX-2 e proteinas imunoreativas foram documentados estarem altamente
expressos com o aumento do tecido adiposo (BOLDUC, et al. 2004; FAIN et al.,
2002). No entanto, o papel potencial da inflamagdo mediada pela COX-2 no
desenvolvimento da obesidade hipotaldmica ndo esta bem documentado. Em um
trabalho recente foi demonstrado que o aumento de insulina plasmatica dependente

do tempo, glicose, 8-isoprostanos, e os niveis de leptina em ratos obesos induzidos
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por alimentacdo com alto teor de gordura foram significativamente revertidos nos
animais co-tratados com um inibidor seletivo da COX-2 (HSIEH et al., 2009).

Nossos dados sugerem que as prostaglandinas podem ter, pelo
menos em parte, participacdo na hipertensdo observada no modelo MSG. No
entanto, os mecanismos pelos quais a COX-2 pode influenciar na fisiopatologia da
hipertensao arterial em ratos MSG ainda sao desconhecidos.

Citocinas circulantes tém efeitos bem reconhecidos no cérebro,
mediado pela indugao da atividade da COX-2 na microvasculatura cerebral (RIVEST
et al., 2000; ERICSSON et al.,, 1997). A prostaglandina E, (PGE;), o principal
produto da COX-2, ativa o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). PGE; é tanto um
mediador de citocinas de efeitos pro-inflamatoérias (ERICSSON et al., 1997) quanto
um estimulo independente para atividade simpatica de forma indireta (ZHANG et al.,
2003, OKUNO et al., 1982; HOFFMAN & SCHMID, 1979). Um estudo sugere que a
PGE; inibe os neurbnios GABAérgicos que, normalmente, restringem a atividade dos
neurdnios pré-simpaticos no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) (FERRI &
FERGUSON, 2005). Independentemente do mecanismo, a administracdo central de
PGE; induz uma resposta proeminente simpatoexcitatéria (ZHANG et al., 2003;
HOFFMAN & SCHMID, 1979), mimetizando a resposta simpatica a administragao
sistémica de TNF-a (ZHANG et al., 2003). De acordo com as evidéncias acima, seria
possivel que o aumento de PGE, observado nos animais MSG em nosso estudo
possa ser o responsavel pelo aumento na simpatoexcitagao central. No entanto, as
alteragdes na modulagcao autonémica deste estudo encontradas no animal MSG néo
foram modificadas pelo bloqueio com celecoxibe. Acreditamos que estudos que
analisem a atividade simpatica de forma direta possam contribuir para esclarecer
esse mecanismo. Além disso, € possivel que neste modelo de obesidade, a
participacao das prostaglandinas em aumentar a presséo arterial se deva a outro
mecanismo que nao o aumento da atividade simpatica.

Em nosso estudo, os niveis de NO plasmatico ndo se mostraram
diferentes entre os animais controles e obesos MSG, tratados ou n&o com
celecoxibe. No entanto, como os niveis de prostaglandinas estdo alterados, uma
possivel explicacdo para esta discrepancia seria um desequilibrio entre a producéao
de NO através de células endoteliais, que parece estar menos ativo em animais
obesos (BOURGOIN et al., 2008) e uma superproducao de NO produzido pela via

indutiva, levando a producédo de radicais livres e iniciando a cascata de eventos
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inflamatadrios. O bloqueio farmacolégico seletivo da NO sintase constitutiva e indutiva
nesses grupos experimentais poderia viabilizar o esclarecimento deste fenébmeno.

Um estudo da Nakanishi e colaboradores (2008) mostrou evidéncias
de que o tratamento com MSG em camundongos € um promotor de inflamacéo do
figado e displasia. Em nosso estudo observamos que ratos adultos obesos MSG
apresentaram esteatose hepatica, e o tratamento com celecoxibe melhorou essa
condigdo. Em nosso ponto de vista, este € o primeiro trabalho que sugere uma
relagao entre a COX-2 e obesidade MSG.

Em resumo, neste estudo foi observado que o modelo de obesidade
induzida pelo MSG induz a um nivel moderado de hipertensao, observado de forma
direta nos animais acordados, e que sugere a participagado das prostaglandinas e o
envolvimento do sistema nervoso simpatico. Ademais, juntamente com os niveis
aumentados de prostaglandinas, a presenca de esteatose hepatica nos animais
obesos e sua atenuacao pelo tratamento com celecoxibe sugerem que a inflamacéao

faca parte dos processos fisiopatolégicos envolvidos no modelo de obesidade MSG.
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6 CONCLUSAO

O trabalho apresentado nos permite concluir que:

- A obesidade induzida por MSG no periodo neonatal foi
acompanhada por um nivel moderado de hipertensao na idade adulta através de
verificacdo por medida direta e sem o uso de anestesia;

- O tratamento com celecoxibe atenuou os niveis pressoricos dos
animais obesos, sem alteragao da frequéncia cardiaca;

- Os animais obesos apresentaram um aumento do componente LF
e uma diminuigdo do HF para o intervalo de pulso, sugerindo a participagao do
sistema nervoso autbnomo nesse modelo de obesidade. No entanto, esses efeitos
nao foram modificados pelo tratamento com celecoxibe;

- Os niveis plasmaticos de prostaglandinas estavam aumentados
nos animais obesos, e o tratamento com celecoxibe atenuou esses parametros,
sugerindo um envolvimento das prostaglandinas nos efeitos fisiopatolégicos do
modelo MSG;

- Na analise histopatologica do figado observamos a presenga de
esteatose hepatica, a qual parece ter, ao menos em parte, a participacdo das

prostaglandinas, ja que foi atenuada pelo tratamento com celecoxibe.
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