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RESUMO

A obesidade é uma condic¢é&o fisiopatologica e um dos principais fatores de risco para
o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV). Estudos mostram sua
relacdo com a reducao da producdo de 6xido nitrico (NO) e aumento de espécies
reativas de oxigénio (ERO) que podem contribuir para o aumento do ténus simpatico
levando a hipertensdo. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar os
parametros cardiovasculares e autondmicos e perfil oxidativo em ratos controle
(CTR) e com obesidade (MSG) suplementados com L-arg e vitamina C. Ratos Wistar
foram submetidos a inducdo da obesidade com injecfes subcutaneas de glutamato
monossoédico (MSG). Este trabalho foi dividido em 2 estudos: Estudo 1) os ratos
CTR e MSG foram suplementados com L-arginina ou veiculo durante 30 dias e
foram cateterizados para registros cardiovasculares e autondmicos e retirado tecidos
para dosagens de NO. Como resultado ratos com obesidade aos 90 dias de vida
apresentaram aumento do tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal comparado
ao CTR e ap6s suplementacdo com L-arg houve uma reducdo de ambos tecidos
adiposos comparado ao grupo CTR L-arg. Ratos MSG agua apresentaram
hipertensédo em relacdo ao CTR agua no entanto apés L-arg houve reducédo da PAM
somente no grupo CTR L-arg em comparacdo ao CTR agua. Ratos MSG
apresentaram aumento no componente LF e redu¢do no componente HF em relagao
ao CTR e ap0s a L-arg mostrou reducédo do LF e aumento do HF. No barorreflexo
espontaneo o grupo MSG L-arg apresentou maior ganho up em relacdo ao CTR L-
arg. Ratos MSG L-arg apresentaram aumento de nitrito no coracdo em relacdo ao
CTR L-arg; no figado o grupo MSG agua apresentou aumento de nitrito em relacéo
ao CTR &gua e apos L-arg houve aumento do CTR L-arg em relagdo ao CTR agua.
No plasma, o grupo MSG apds a suplementacdo com L-arg apresentou maior
aumento de nitrito em relacdo ao MSG agua. Estudo 2: ratos CTR e MSG receberam
microinjecao de salina, L-glutamato ou vit C na RVLM. Outros grupos CTR e MSG
foram tratados com vit C por via oral durante 21 dias para avaliar o perfil oxidativo na
RVLM e dosagem de NO em tecidos. Os resultados obtidos foram que ratos
neonatos tratados com glutamato monossédico apresentaram obesidade e
hipertensdo aos 90 dias de vida, além de aumento da FC em comparacdo com o
grupo CTR. Ratos MSG apresentaram maior resposta pressorica a microinjecao de
L-glu e menor resposta a vit C na RVLM em comparacéo ao grupo CTR L-glu e vit C
respectivamente. Ratos MSG apresentaram aumento do NBT e T-BARS na RVLM e
adrenal e no rim aumento do NBT e reducdo do ABTS em comparacdo ao grupo
CTR. Os grupos tratados com vit C houve aumento do ABTS na RVLM de ratos
MSG vit C em relagdo ao CTR vit C, aumento de NBT em ratos MSG &agua
comparado ao CTR &gua e, apos o tratamento ocorreu reducéo do grupo MSG vit C
em relacdo ao MSG agua; houve reducdo do T-bars em ratos MSG vit C quando
comparados ao MSG agua. O tratamento com vit C promoveu aumento de nitrito no
coracao dos ratos do grupo MSG vit C comparado ao MSG agua. Dessa forma, a
conclusdo do estudo 1 mostrou que a L-arg foi eficaz em reduzir tecido adiposo



podendo ter influenciado na melhora dos parametros autondmicos. Assim, 0
presente estudo sugere que através do uso da L-arginina ou tratamento com vit C
em animais obesos é possivel obter beneficios no tratamento da hipertensdo e na
propria condi¢cdo de obesidade.

Palavras-chave: o6xido nitrico; sindrome metabdlica; atividade simpatica; RVLM;
estresse oxidativo, hipertenséo.
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ABSTRACT

Obesity is a pathophysiological condition and is currently one of the main risk factors
for the development of cardiovascular diseases (CVD). Studies show its relationship
with a reduction in the production of nitric oxide (NO) and an increase in reactive
oxygen species (ROS) that can contribute to the increase in sympathetic tone leading
to hypertension. Thus, this study aimed to evaluate cardiovascular and autonomic
parameters and oxidative profile in control (CTR) and with obesity (MSG) rats
supplemented with L-arg and vitamin C. The work was divided into 2 studies: Study
1) CTR and MSG rats were supplemented with L-arginine or vehicle for 30 days and
were catheterized for cardiovascular and autonomic records and organs were
removed for NO measurement. As a result, neonatal rats treated with monosodium
glutamate at 90 days of life showed an increase in retroperitoneal and perigonadal
fats compared to CTR and after supplementation with L-arg there was a reduction in
both fats compared to the CTR L-arg group. MSG rats showed hypertension and
after L-arg there were no statistical differences in mean arterial pressure (MAP) and
heart rate (HR) however there was a reduction in MAP in the CTR L-arg group
compared to CTR water. In the autonomic evaluation of the heart rate variability
(HRV) MSG rats showed increase in the LF component and a reduction in the HF
component in relation to CTR, and after L-arg showed reduction of the LF and
increase of the HF. In the spontaneous baroreflex the MSG L-arg group showed a
greater bradycardic response to increases in BP (gain up) compared to CTR L-arg.
MSG L-arg rats showed an increase in nitrite in the heart compared to CTR L-arg; in
the liver the MSG water group showed increase in relation to CTR water and after L-
arg there was an increase in CTR L-arg in relation to CTR water. In plasma, the MSG
group after supplementation with L-arg showed a greater increase compared to MSG
water. Study 2: CTR and MSG rats receive microinjection of saline, L-glutamate or
vitamin C in the RVLM area. Another groups CTR and MSG had no surgical
procedure and were treated with vit C orally for 21 days to evaluate the oxidative
profile in RVLM and NO measurement. As a result, we obtained that neonatal rats
treated with monosodium glutamate showed obesity and hypertension at 90 days of
life, in addition to increased HR compared to the CTR group. MSG rats showed a
higher arterial pressure response to L-glu microinjection and a lower response to vit
C in RVLM compared to the CTR group. MSG rats showed increased NBT and T-
BARS in RVLM and adrenal, and in the kidney an increase in NBT and reduction in
ABTS compared to the CTR group. For the groups treated with vit C ,there was an
increase in ABTS in the RVLM of MSG vit C rats in relation to CTR vit C, an increase
in NBT in rats MSG compared to CTR water, and after the treatment there was a
reduction in the group MSG vit C in relation to MSG water. The treatment with vit C
reduced T-bars in MSG rats when compared to MSG water. The treatment with vit C
promoted an increase of nitrite in the heart of rats in the MSG vit C group compared
to MSG water. Thus, the present study suggests that through the use of L-arginine or



treatment with vit C in animals with obesity it is possible to obtain benefits in the
treatment of hypertension and in the obesity condition itself.

Key words: nitric oxide; metabolic syndrome; sympathetic activity; RVLM;
oxidative stress, hypertension.
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1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE

A obesidade é uma condic¢éo fisiopatoldgica que se apresenta de forma cada vez
mais comum em nossa sociedade. E considerada uma doenca de proporcdes
epidémicas tanto em paises do primeiro mundo quanto de paises em desenvolvimento
(WHO,2020). A prevaléncia da obesidade vem aumentando entre adultos, tanto nos
paises desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento. A Organizacdo mundial
da saude (OMS) estima que houve aproximadamente 650 milhdes de pessoas com
sobrepeso e 1.9 bilhbes obesas (11% homens e 15% mulheres) em 2016. A
prevaléncia mundial triplicou entre os anos de 1975 e 2016. Além da obesidade
aumentar nos adultos as taxas de prevaléncia neste mesmo periodo também
aumentaram entre as criangas e adolescentes com idades entre 5-19 anos de 4% para
18%. No Brasil, pesquisa realizada pelo IBGE em 2008/09 aponta aumento da
prevaléncia de sobrepeso e obesidade no Brasil, atingindo os valores de
aproximadamente 49% e 15% da populacao respectivamente. Globalmente ha mais
pessoas com obesidade que desnutridas. O sobrepeso e a obesidade estdo
associados com mais mortes que a desnutricdo, fator que preocupa, pois mais de 4
milhdes de pessoas morrem por ano desta doenca ou sobrepeso de acordo com a
global burden disease (SEIDELL; HALBERSTADT, 2015).

A obesidade é caracterizada pelo excesso de tecido adiposo corpoéreo devido a
erros no metabolismo e na utilizagdo de nutrientes ou por balango energético positivo,
que € quando ha maior consumo calorico em relagdo ao seu gasto, resultando em
aumento dos estoques energéticos e peso corporal (WHO,2012). A origem da
obesidade, no entanto, € determinada por multiplas causas que podem ser dadas

pelas interacbes entre fatores biologicos, genéticos, psicologicos, socioeconémicos,
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histéricos, ecoldgicos, econdmicos, sociais, culturais e politicos (WHO,2020).

Atualmente a obesidade € um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV), podendo ocorrer de forma
independente ou concomitante com outros fatores de risco como apneia do sono,
doencas musculoesqueléticas, diversos tipos de cancer e problemas psicossociais
(WHO,2020). Ela também esta relacionada a sindrome metabdlica (SM), uma
condicao clinica complexa que consiste de obesidade abdominal, resisténcia a
insulina, intolerancia a glicose, hipertenséo e hipertrigliceridemia e/ou reducdo dos
niveis de colesterol — HDL, estando associada com a alta incidéncia de DCV (RANA
et al., 2007).

Em 2012 a Associagdo Europeia elaborou recomendacgfes para prevencao e
tratamento da obesidade com a premissa que a reducdo de peso pode ser benéfica
contribuindo para reducdo de todos os fatores que a contemplam incluindo controle
da pressao sanguinea. Seravalle e Grassi (2017) descrevem as recomendacdes que
se resumem basicamente em:

1. Abordagem ndo farmacolégica: mudanca no estilo de vida e dieta

balanceando qualidade da comida e das calorias.

2. Abordagem farmacoldgica associada com o item 1: drogas vém sendo
testadas ndo somente com o intuito de perda de peso, mas também reducao
da pressao arterial como sibutramina, liraglutida e associagéo de fentermina
com topiramato.

3. Abordagem cirtrgica: a cirurgia bariatrica tem sido efetiva em reduzir o peso
corpéreo e a pressao sanguinea acompanhada pela reducéo da resisténcia
a insulina e melhora no barorreflexo (SERAVALLE; GRASSI, 2017).

Corroborando com as recomendagdes de 2012, Schultz e colaboradores (2019)
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ressaltam que o tratamento para a obesidade deve incluir atividade fisica, abordagens
sistematica para resolucdo de problemas e reducdo de estresse, aconselhamento
psicoldgico, psiquiatrico e educacgdo ao individuo para que ele possa ter condi¢des de
mudar sua estrutura social. Ainda ressalta que o estigma que a doenca pode gerar no
individuo pode levar a consequéncias como aumento do risco de depresséo, baixa
autoestima, mais ganho de peso, recusa de acompanhamento médico e em ultimo

estagio levar ao suicidio (DURRER SCHUTZ et al., 2019).

1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE OBESIDADE

Considerando a necessidade de se estudar a fisiopatologia da obesidade,
diversos modelos experimentais tém sido propostos para esse fim:
Modelos de mutacao génica:
v' Camundongos ob/ob: ndo produzem o horménio leptina que desenvolvem
a obesidade pela hiperfagia e resisténcia a insulina (PERFIELD et al.,
2013);
v' camundongos db/db e ratos Zucker que possuem mutagao no receptor de
leptina levando a obesidade, hiperfagia e hipertensao (IIDA et al., 1996;
SIWY et al., 2012);
Modelos de dieta:
v ratos suplementados com dieta hiperlipidica ou hipercalérica: aumentam
o ganho caldrico desenvolvendo obesidade e hipertensdo (CHEN; CHAM;
BADOER, 2010);
v ratos que recebem dieta rica em frutose: administracdo de solucéo de
frutose 10% na agua de bebedouros levando a obesidade e sindrome

metabdlica (GUIMARAES et al., 2014);
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Modelo de obesidade Neuroenddcrina:

v' Reducdo de ninhada: filhotes sdo submetidos a reducdo de ninhada
apresentam alteracfes na estrutura e funcao de areas hipotalamicas com
a area ventromedial além de promover programagéo metabolica que leva
a hiperalimentacdo e a obesidade (RINALDI et al., 2012).

v' ratos que submetidos a administracdo subcutinea de glutamato
monossadico (MSG) nos 5 primeiros dias de vida leva ao desenvolvimento
de obesidade, SM e hipertensdo (HIRATA et al.,, 1997; KIZER;

NEMEROFF; YOUNGBLOOD, 1977).

1.3 OBESIDADE INDUZIDA POR GLUTAMATO MONOSSODICO

Em modelos experimentais, a obesidade neuroenddcrina tem sido descrita como
um modelo que em grande parte mimetiza a sindrome metabdlica que é caracterizada
por obesidade abdominal, hipertensdo arterial, resisténcia a insulina, dislipidemias,
hiperglicemia e estado pro-inflamatorio sistémico e foi utilizada em nosso trabalho pois
se assemelha a obesidade em humanos que também podem desenvolver a SM
(LAMBERT et al., 2010). Essa obesidade pode ser desenvolvida em ratos por meio
da administracdo subcutanea de glutamato monossddico (MSG), um aminoacido
excitatério lesivo ao sistema nervoso central (KIZER; NEMEROFF; YOUNGBLOOD,
1977) e sua administragdo no periodo neonatal tem sido extensivamente estudada
(BALBO et al., 2000; DOLNIKOFF et al., 2001; MACHO et al., 2000; OLNEY, 1969;
PERELLO et al., 2003).

A administracdo de MSG durante o periodo neonatal provoca destruicdo de
corpos celulares e neurénios localizados no sistema nervoso central (SNC) e proOximos

da regido dos ventriculos, devido a sua passagem pela barreira hematoencefalica, a
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qual nesse momento ndo esta totalmente desenvolvida. Estudos indicam que animais
MSG apresentam necrose de células neuronais do nucleo ventromedial hipotalamico
e principalmente do nucleo arqueado do hipotdlamo (ARC) que tem de 80 a 90% de
seus neur6nios destruidos (OLNEY, 1969).

A lesdo no ARC, que é uma regido responsavel pela secrecdo de
neurotransmissores, peptideos e horménios que estdo ligados ao crescimento,
desenvolvimento e metabolismo, afeta diferentes fun¢cdes como balanco energético e
funcionamento do eixo hipotalamo - hipodfise, induzindo a uma situacdo de
desnervacgédo funcional dentro do eixo hipotalamo — hipdfise e do eixo hipotalamo -
tecido adiposo (DAWSON et al., 1997). Devido a estas alteracdes, os ratos MSG
possuem concentracbes aumentadas de corticosterona (MATYSKOVA et al., 2008),
assim como de leptina, decorrentes do acumulo de gordura visceral e da insulina,
consequente a resisténcia a insulina (HERNANDEZ-BAUTISTA et al., 2014; NAGATA
et al., 2006) reducdo do crescimento corporal, obesidade, producédo diminuida de
esperma, puberdade tardia, aumento da adiposidade, intolerancia a glicose e aumento
de triglicérides (BALBO et al., 2000; DOLNIKOFF et al., 2001; FERNANDES et al.,
2012).

Segundo Dawson e colaboradores (1997), ocorre destruicdo dos neurdnios para
leptina no ARC o que pode diminuir o feedback pela leptina circulante levando ao
desequilibrio do nivel de adiposidade que é mediada pela prépria leptina, o que
explicaria o mecanismo de desenvolvimento da obesidade pelo MSG (DAWSON et
al., 1997).

Voltera e colaboradores (2008) mostraram que ratos MSG anestesiados ou hao
anestesiados com medidas n&o invasivas apresentaram alteracdes na hemodinamica

sistémica como aumento da frequéncia cardiaca (FC), pressao arterial media (PAM)
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e resisténcia periférica total (RPT) (VOLTERA et al., 2008).

Trabalhos realizados em nosso laboratério avaliando o0s parametros
cardiovasculares de forma direta em animais nao anestesiados mostraram que ratos
com obesidade MSG apresentam hipertensdo na idade adulta, seguido por um
aumento no componente simpéatico da modulacdo autonémica evidenciada pela
andlise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca e atividade nervosa
simpética renal aumentada (DA CUNHA et al., 2011; DA SILVA MATTOS et al., 2012),
além de sensibilidade barorreflexa alterada (KARLEN-AMARANTE et al.,, 2012).
Cunha e colaboradores (2010) mostraram que o modelo MSG induz a aumento de
lipoperoxidacdo plasmatica, comprovando que a obesidade € geradora de estresse
oxidativo. Nesse modelo também foi evidenciado que a producdo de NO endotelial
esta diminuida e o estresse oxidativo esta aumentado (CUNHA et al., 2010), podendo
levar a injaria celular e tecidual nos vasos sanguineos.

A literatura mostra também que o aumento da atividade simpatica na obesidade
pode ser o resultado de um conjunto de alteracBes sistémicas como aumento da
insulina, leptina, acidos graxos livres e maior ativacdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), aumento da inflamacédo e do estresse oxidativo que, de forma
conjunta contribuem para o desenvolvimento da hipertensao e elevando a atividade
do sistema nervoso simpatico (KURUKULASURIYA et al., 2011; LOHMEIER;

ILIESCU, 2013).

1.4 REGULACAO NEURAL DA PRESSAO ARTERIAL

O sistema cardiovascular atua de forma a manter a homeostasia do organismo
e uma das formas é controlando a pressao arterial. A pressao pode ser modulada a

longo prazo, através do controle humoral, onde substancias como angiotensina, 6xido
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nitrico, bradicinina, renina e aldosterona séo liberadas para restabelecer o equilibrio
pressorico. A modulacao a curto prazo € feita pelo sistema nervoso autbnomo (SNA)
que corrige a pressdo através da ativagcdo de receptores (sensores) que estdo
localizados em regides como arco adrtico e seio carotideo que detectam variagdes na
pressdo arterial como o0s Dbarorreceptores, pressao de oxigénio pelos
quimiorreceptores e alteracbes de volume pelos receptores cardiopulmonares
(AIRES, 2008).

Diversas areas centrais estao envolvidas neste controle como o nucleo do trato
solitario (NTS) denominada de primeira estacdo sinaptica para onde todos o0s
receptores citados acima convergem. O NTS envia projecfes para areas supra
bulbares como o nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) que tem importante
papel no controle da pressao arterial. Mas o0 NTS também se projeta para areas
bulbares como o nucleo ambiguo (NA) e nucleo motor dorsal do vago (NMDV) onde
se encontram neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos que estdo envolvidos no
tbnus parassimpatico para o coracédo, e, para o bulbo caudoventrolateral (CVLM),
envolvido no tbnus simpatico cardiovascular através de projecdes gabaérgicas
(inibitérias) para os neurénios pré-simpaticos do bulbo rostroventrolateral (RVLM) que
determinam o ténus simpético devido a suas projecdes diretas para os neurénios pré-
ganglionares na coluna intermediolateral da medula espinhal (CARDOSO et al., 2006;
COLOMBARI et al., 2001; DAMPNEY, 1994).

De forma conjunta esses nucleos modulam as atividades simpatica e
parassimpatica a cada momento para minimizar as mudangas bruscas da presséo
arterial (PA) que ocorrem nos leitos vasculares garantindo assim correto aporte
sanguineo. Quando ocorre aumento da PA rapidamente, o sistema nervoso

autbnomo, através dos barorreceptores aumenta a resposta vagal (parassimpatica) e
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reduz o tbnus simpatico promovendo aumento da capacitancia venosa, reducédo da
frequéncia cardiaca, contratilidade cardiaca e queda da resisténcia periférica total.
Assim sendo, o SNA tem papel fundamental no sistema cardiovascular atuando de

forma tbnica e reflexa no controle da PA (CARDOSO et al., 2006; DAMPNEY, 1994).

1.5 OXIDO NIiTRICO E A FUNGAO CARDIOVASCULAR

O oxido nitrico (NO) tem sido estudado com énfase desde os anos de 1980
devido a sua descoberta inicial na funcdo do endotélio vascular (FURCHGOTT;
ZAWADZKI, 1980). Ele é caracterizado como um gas lipossoluvel com meia vida de
aproximadamente 4-10 segundos e produzido por praticamente todas as células do
organismo (LI; POULOS, 2005).

O papel do 6xido nitrico (NO) hoje esta bem estabelecido na literatura estando
envolvido com processos fisiol6gicos como vasodilatagcdo, memoria, neuroprotecao,
peristaltismo, defesa imunoldgica, erecéo peniana, secrecdes enddcrinas e exocrinas
bem como participa de varios sistemas como o cardiovascular, reprodutivo, sistema
imune e sistema nervoso central (SNC)(SHINDE; MEHTA; GOYAL, 2000).

A via classica de formacdo do NO depende de enzimas especializadas
chamadas sintases de 0xido nitrico ou NOS. As enzimas NOS possuem uma estrutura
dimérica e com multiplos dominios que permitem sintetizar NO através do oxigénio
molecular (O2) e da L-arginina e requer cofatores como tetrahidrobiopterina (BHa),
ferro heme, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), flavina adenina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleétido (FMN) e célcio (Ca?*/calmodulina
(RAJAPAKSE; HEAD; KAYE, 2016; TEJERO; SHIVA; GLADWIN, 2019).

Sao descritas 4 isoformas da NOS:

a) nNOS (NOS neuronal ou NOS [) encontrada em neurbnios periféricos e centrais e
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células gliais, células endoteliais, fibroblastos adventiciais, cardiomiécitos, células
musculares lisas e algumas células epiteliais. E expressa de forma constitutiva e
sua taxa de producdo é maior que da eNOS, é regulada pelo complexo
NNOS produz NO de forma pulsétil o que ajuda a regular a neurotransmissao, a
regulacdo central da pressdo sanguinea, relaxamento do musculo liso e a
vasodilatacao através dos nervos nitrérgicos periféricos. Por outro lado, também
esta envolvida com morte neuronal no derrame cerebrovascular (FORSTERMANN
et al., 1994).

Apesar da nNOS ser menos expressa que a eNOS nos vasos sanguineos,
aumentam as evidéncias de importantes funcées neste local como o estudo de
Pelligrino e colaboradores (1993) que observaram efeitos ténicos na regulacao do
fluxo sanguineo cerebral (PELLIGRINO; KOENIG; ALBRECHT, 1993) e de
Cacanyiova e colaboradores (2009) mostrando que a inibicdo seletiva da nNOS
levou ao aumento da pressado sanguinea e diminui¢cdo da resposta a acetilcolina
em ratos Wistar normotensos (CACANYIOVA et al., 2009) e ainda a nNOS pode
ser ativada em resposta a tenséo de cisalhamento no leito vascular como forma de
compensar a dele¢éo da enzima eNOS em camundongos knockout (HUANG et al.,
2002). Estudos em humanos mostraram que a nNOS também tem resposta
vasodilatadora melhorando o fluxo sanguineo, tbnus microvascular e o fluxo
coronario (KELLOGG; ZHAO; WU, 2008; SEDDON et al., 2009, 2008).

A deficiéncia de L-arginina ou BHa pode induzir o desacoplamento da nNOS e ao
invés de sintetizar NO a enzima sintetiza superéxido contribuindo para aumentar
as espécies reativas de oxigénio (ERO). Katakam e colaboradores (2012)

reportaram desequilibrio na sinalizacdo de NO devido ao desacoplamento da
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nNNOS em artérias cerebrais de ratos obesos e como consequéncia gerou estresse

oxidativo e vasoconstricdo (KATAKAM et al., 2012).

b) INOS (NOS induzivel ou NOS Il): presente em células nucleadas como

macréfagos, neutrdfilos, células do musculo liso vascular, fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais e células da glia (SM et al., 2020); A via induzivel, INOS,
ndo depende de calcio para sua sintese e necessita de um indutor para iniciar
sua producdo podendo ser uma endotoxina, citocina ou um micro-organismo
invasor (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997). Apesar de ser liberada
principalmente em situacdes inflamatorias, estudos também mostraram que a
iINOS também pode ser expressa sob situacdes fisioldgicas (FORSTERMANN;
SESSA, 2012; JIA et al., 2006).

A iINOS quando comparada as outras duas isoformas produz grandes
quantidades de NO e sua atividade se mantem até a completa utilizacédo do seu
substrato. Devido a essa extensiva e prolongada producdo de NO juntamente
com o superoxido formado por ele ou por outras fontes, pode levar a producao
de exacerbada de peroxinitrito que € uma molécula altamente oxidante e toxica
levando a injuria celular (BECKMAN; KOPPENOL, 1996; DOBUTOVI et al.,
2011; ESCH; STEFANO, 2002; TEJERO; SHIVA; GLADWIN, 2019).

eNOS (NOS endotelial ou NOS Ill) encontrada nas células endoteliais,
plaquetas, eritrocitos, cardiomiocitos e nas células musculares lisas. No
entanto, é expressa predominantemente no endotélio. E uma isoforma
constitutiva e o NO produzido por ela além de regular o fluxo sanguineo basal
nos vasos sanguineos, atua de forma ténica inibindo a ativacao de plaquetas e
a adesdo de moléculas inflamatérias no endotélio (FORSTERMANN; SESSA,

2012; MONCADA; HIGGS, 1993; SOUTHAN; SZABO; THIEMERMANN, 1995).



25

Estudos mostraram que a delecdo da eNOS em camundongos machos
provocou efeitos na pressdo sanguinea e vasodilatacdo e como forma de
compensar esses efeitos foi observado aumento da producdo de nNOS e
prostaglandinas (HUANG et al., 2002; SUN et al., 1999).

As células endoteliais regulam a sinalizagdo de NO disforma leito vascular e
estudos recentes apontam que os eritrécitos também tém papel na regulacao
da sinalizacéo endocrina do NO modulando tanto a pressdo sanguinea quanto
as les6es no miocéardio. Os eritrocitos parecem ser tonicamente regulados pela
disponibilidade de L-arginina que é um substrato da eNOS (YANG et al., 2013).
Diversas circunstancias podem levar a mudancgas no ciclo da producéo do NO
e a enzima ao invés de produzir NO exacerba a producéo de superédxido que é
uma molécula altamente reativa e pode causar danos celulares. Esse processo
€ conhecido como desacoplamento da eNOS (TEJERO; SHIVA; GLADWIN,
2019).

d) A NOS mitocondrial (mMtNOS) é um novo membro da familia NOS. Foi
identificada como isoforma da NOS | e esta presente no interior da membrana
mitocondrial (ELFERING; SARKELA; GIULIVI, 2002). O NO é produzido
localmente na mitocéndria porém a producgédo intramitocondrial excessiva inibe
a atividade do complexo | e IV na cadeia respiratoria produzindo ERO

mitocondrial (BROOKES, 2004).

Outra via de producdo de NO estudada é a formacg&o a partir do nitrito como
precursor. O nitrato € adquirido pela ingesta de vegetais folhosos, porém mamiferos
precisam de uma bactéria oral para reduzir nitrato em nitrito na saliva (JANSSON et
al., 2008). O nitrito € absorvido para a circulagdo e estudos apontam que cerca de

metade desse nitrito presente no plasma é originario da dieta e a outra metade advém
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da oxidacdo do NO produzido principalmente pela eNOS através da atividade
oxidativa da ceruloplasmina (ferro Il) no plasma (SHIVA et al., 2006). De forma inversa,
a eNOS também reduz nitrito em NO principalmente em condi¢des de anoxia (VANIN
et al., 2007).

Quando o nitrito esta no plasma ocorre a reducdo para se converter em NO
através de diversas proteinas que geralmente contém o grupo heme ou
molibdopterina como cofator e que podem ser encontradas em varias células
sanguineas, vasos sanguineos e tecido cardiaco (TEJERO; SHIVA; GLADWIN, 2019).
Outras moléculas inorganicas também possuem a capacidade de reduzir nitrito em
NO como os polifendis e o antioxidante acido ascorbico (vitamina C) (DEJAM et al.,

2007; GAGO et al., 2007).

1.6 INFLAMACAO E OBESIDADE

A inflamacao é uma resposta fisiolégica necessaria para restaurar a homeostase
que foi alterada por diversos estimulos. No entanto, uma resposta inflamatéria crénica
ou excessiva, pode causar efeitos deletérios. A origem inflamatéria pode ser por
componentes genéticos ou fatores ambientais como fumo, estresse, poluentes
ambientais e a supernutricdo (PURKAYASTHA; CAIl, 2013). Nos quadros de
sobrepeso e obesidade existe um baixo grau de inflamacao que pode ser gerado pela
alimentacdo excessiva e os tecidos metabolicamente envolvidos responsaveis pelos
gatilhos que iniciam o quadro inflamatério sdo o tecido adiposo, figado e musculo
(RODRIGUEZ-HERNANDEZ ET AL, 2013).

Foi observado no tecidos adiposo e figado de humanos obesos um aumento da
ativacdo de quinases como c-Jun N-terminal (JNK), o inibidor da quinase k (IKK) e a

proteina quinase R (PKR) que permitem a inducdo da expressao de citocinas
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inflamatérias (RODRIGUEZ-HERNANDEZ ET AL, 2013).

Além das citocinas ocorre também a ativacdo de um complexo proteico que faz
parte do sistema imune inato chamado inflamassoma que atua como um sensor para
iniciar a resposta inflamatoria através de aumento da glicemia, espécies reativas de
oxigénio, palmitato, lipopolissacarideos, acido urico entre outros. O inflamassoma
induz a ativacdo da caspase-1 que por sua vez induz a secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias como a interleucina 1B (IL-13). Ha fortes evidéncias indicando que esse
complexo proteico seja a sinalizagdo para o desenvolvimento da inflamagao cronica
(STIENSTRA et al., 2012).

No quadro de obesidade associada a inflamacdo crbnica sao produzidas
citocinas proé-inflamatérias através de infiltrado de macréfagos no tecido adiposo,
pancreatico, hepético, cerebral e possivelmente muscular (EMANUELA et al., 2012;
GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011; RODRIGUEZ-HERNANDEZ ET AL, 2013;
WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). O principal marcador de inflamacédo na fase aguda
€ a proteina C-reativa (CRP) que é sintetizada pelo figado e em condic¢@es fisioldgicas
é liberada em baixas concentracdes (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003). Na fase crbnica
de inflamagao as principais citocinas encontradas sao fator de necrose tumoral a
(TNF-a), interleucina 6 (IL-6) (ambas regulam a liberacdo de CRP) e o inflamassoma
(IL-1B)(GABAY; KUSHNER, 2008; PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003; RODRIGUEZ-
HERNANDEZ ET AL, 2013) além da liberacdo de 6xido nitrico da via indutiva (iNOS)
(PERREAULT; MARETTE, 2001).

O tecido adiposo € metabolicamente ativo e secreta substancias que regulam
aspectos metabdlicos e cardiovasculares. A leptina é um horménio liberado pelo
tecido adiposo e atua centralmente diminuindo o apetite e aumentando o gasto

caldrico. Altas concentracdes de leptina sdo encontrados no quadro de obesidade e
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tem sido relacionada com aumento da atividade simpética e aumento do risco
cardiovascular como infarto do miocardio, derrame e hipertensdo (HAYNES et al.,
1997; MORRIS, 2008). Por outro lado, a adiponectina € uma proteina também
secretada pelo tecido adiposo branco e tem papel de aumentar a sensibilidade a
insulina e oxidagdo de acidos graxos musculares e importante efeito vasodilatador
pois estimula a oxido nitrico sintase da via endotelial (eNOS), promovendo controle
do tdnus vascular, inflamacéao e proliferacdo de células musculares lisas (HAYNES et
al., 1997; MORRIS, 2008). Na obesidade € observado que esses mediadores tem
efeito importante na sinalizagdo e sensibilidade a insulina de forma sistémica mas
principalmente no figado e musculos esqueléticos (HERNANDEZ BAUTISTA et al.,
2019).

O aumento do tecido adiposo principalmente o visceral e abdominal esta
associado tanto com o quadro inflamatério sisttmico quanto com o aumento do
estresse oxidativo (BALISTRERI, CR; CARUSO, 2010; RODRIGUEZ-HERNANDEZ
ET AL, 2013). Além disso, o aumento de NADPH-oxidase e diminuicdo de enzimas
antioxidantes também estéo presentes no tecido adiposo (FURUKAWA et al., 2004;

HERNANDEZ BAUTISTA et al., 2019).

1.7 ESTRESSE OXIDATIVO E OBESIDADE

O estresse oxidativo € o resultado do desequilibrio entre agentes oxidantes
(radicais livres) e antioxidantes onde ocorre a predominancia de agentes oxidantes,
reducdo da producéo de antioxidantes ou ambos (HOTAMISLIGIL, 2006). Moléculas
e atomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados podem ser classificados
como radicais livres. Essa disposicdo dos elétrons faz com que sejam altamente

instaveis, com meia vida extremamente curta e muito reativas (LOURDES PIRES
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BIANCHI; MARIA GREGGI ANTUNES, 1999).

Os radicais livres sdo formados de maneira fisiol6gica e podem ser gerados pelo
desacoplamento das enzimas NOS, pelas mitocdndrias através da cadeia
transportadora de elétrons, membranas celulares, citoplasma e enzimas NADPH
oxidases (NOX), ciclooxigenases, lipoxigenases e citocromo P450 redutases
(HIROOKA, 2008a).

ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo alguns exemplos dessas
moléculas e estdo relacionadas com a producdo de energia, regulacdo do
crescimento, fagocitose, imunidade e defesa celular entre outras funges fisioldgicas.

ERO sao moléculas altamente reativas e incluem o radical hidroxila (OH") que
possui alta reatividade e reage proximo ao seu local de formacéao, superéxido (O2) e
0 peréxido de hidrogénio (H202) que sdo menos reativos. Sao gerados por células
principalmente pela convers@o de oxigénio liberado da transferéncia de elétrons da
cadeia mitocondrial durante a producéo de energia pela via de fosforilacdo oxidativa
(CHAN; CHAN, 2019). No entanto, estas moléculas quando produzidas em excesso
podem levar a injuria celular, peroxidacéo dos lipidios de membrana e destruicdo das
proteinas, enzimas, carboidratos e DNA (HERNANDEZ BAUTISTA et al., 2019) além
de atuarem na génese e progressao de DCV (TEJERO; SHIVA; GLADWIN, 2019).

Por outro lado, quando ocorre o desequilibrio redox (aumento da producdo de
ERO/ ERN) desencadeia a liberagdo de enzimas antioxidantes como glutationa
peroxidase (GPx), superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), peroxirredoxina,
glutarredoxina, tireorredoxina, heme oxigenase e paraoxonase bem como pela
degradacdo ndo enzimatica como glutationa, lipoato, urato, ubiquinona e vitaminas
como vitamina E e C para remover o excesso de anion superéxido (0%), hidroxila (OH-

) e perdxido de hidrogénio (H202) que ndo é um radical livre mas é altamente reativo,
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hipoclorito (CIO"), peroxinitrito (ONOO") e éxido nitrico (NO) (HERNANDEZ BAUTISTA
et al., 2019).

A vitamina C (acido ascorbico), metabdlito essencial para varios organismos, é
um micronutriente hidrossollvel atuando em diversas funcgdes bioldgicas como cofator
para varias enzimas, hidroxilagdo do colageno, biossintese de carnitina, conversao do
neurotransmissor dopamina em noradrenalina e regula a absorcédo do ferro. No
entanto, para os humanos e alguns primatas € necessario adquirir a vitamina através
de alimentos pois falta uma enzima que leva a etapa final de sintetizacdo no
organismo. E um potente antioxidante pois reage com radicais livres como anion
superdéxido (O2) e hidroxila (OH?) neutralizando seu potencial dano celular

(COVARRUBIAS-PINTO et al., 2015).

1.8 ESTRESSE OXIDATIVO NA AREA RVLM

A area RVLM é uma regiao cerebral primaria envolvida na geracao da conducao
simpéatica e contém neurdnios bulbo-espinhais que inervam neurbnios pré-
ganglionares simpaticos responsaveis pela regulagdo do tdénus simpatico
cardiovascular (GUERTZENSTEIN; SILVER, 1974). A lesdo ou inibigdo bilateral da
RVLM reduz a pressao arterial a um nivel que se assemelha ao produzido pela
transeccdo medular (GRANATA; KUMADA; REIS, 1985; GUERTZENSTEIN;
SILVER, 1974). Por outro lado, a ativacdo da RVLM aumenta a presséo arterial
(GRANATA; KUMADA; REIS, 1985; ROSS et al.,, 1984; VARNER et al.,, 1989).
Evidéncias anatdomicas (MINSON et al., 1987; ROSS et al., 1984) e eletrofisiologicas
(GUYENET; HASELTON; SUN, 1989; MINSON et al., 1987; MORRISON; MILNER;
REIS, 1988) indicam que o ténus simpatico pela RVLM é mediado por projecdes bulbo

espinais diretas para coluna intermediolateral na medula espinhal toracica. A atividade
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dos neurénios da RVLM é regulada por neurotransmissores excitatorios e inibitorios e
alteracdes na excitagdo quanto na inibicdo destes neurdnios influenciam diversos

estados fisioldgicos e fisiopatoldgicos (MUELLER, 2007; PATEL; LI; HIROOKA, 2001).

Na area RVLM foram encontrados as trés isoformas da NOS: nNOS que esta
expressa em altas concentracbes nos neurbnios, eNOS expressa nas ceélulas
endoteliais dos capilares e iINOS expressa nos neurénios e micréoglia (CHAN et al.,
2001a; MARTINS-PINGE et al., 2007; PATEL,; LI; HIROOKA, 2001) sendo que cada
uma delas exerce diferentes acdes. Chan e colaboradores (2001/2003) mostraram
gue tanto a nNOS guanto a iNOs estao tonicamente ativas e que a eNOS parece nao

influenciar o tdnus simpatico (CHAN et al., 2001b; CHAN; WANG; CHAN, 2003).

As acdes centrais do NO na RVLM podem ser controversos pois autores
mostram resultados distintos com a mesma isoforma. O NO derivado da nNOS
provoca simpatoexcitacdo pela ativacdo dos neurbnios glutamatérgicos e o NO
proveniente da iINOS provoca simpatoinibicdo pela ativacdo da neurotransmissao
gabaérgica (CHAN; WANG; CHAN, 2003; HUANG; CHAN; HSU, 2003, 2004). A
literatura mostra que em ratos anestesiados ou sem efeito da anestesia que em
condicdes fisiologicas a NNOS esta prevalecendo sobre a atividade da iNOS por isso
a RVLM mantem esse tdnus simpatico vasomotor estabilizando a pressao arterial
(CHAN et al.,, 2001b; MARTINS-PINGE et al.,, 2007). Em contrapartida, estudos
mostram que a nNOS parece ter um papel simpatoinibitério através do aumento da
atividade gabaérgica inibindo a atividade simpatoexcitatéria dos neurdnios

glutamatérgicos (SEARS; ASHLEY; CASADEI, 2004; WANG; GOLLEDGE, 2013).

Ha evidéncias que mostram que quando a biodisponibilidade do NO diminui pelo

desacoplamento da enzima NOS n&o ocorre a producdo de NO da forma correta
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iniciando as disfungdes endoteliais e 0 aumento de ERO vascular. Na RVLM estudos
também mostram que o desacoplamento da iINOS levando a producdo aumentada de
ERO impacta de forma direta no desenvolvimento da hipertensdo neurogénica
(elevacdo crbnica da pressdo arterial que ndo é causada por lesdées nos 6rgaos
periféricos ou vasos sanguineos) (CHAN; CHAN, 2019). Dessa forma fica evidente
que a iINOS contribui para o0 aumento de estresse oxidativo na RVLM levando a

simpatoexcitacéo na area.

A primeira evidéncia que sugere a sinalizagdo de ERO na RVLM contribui para
0 tbnus vasomotor simpatico veio do estudo de Zanzinger e colaboradores (2000) no
qual a microinjecédo de SOD na RVLM de porcos anestesiados normotensos diminui a
atividade nervosa simpatica basal e a pressédo arterial (ZANZINGER; CZACHURSKI,
2000). Da mesma forma, a aplicagdo de um scavenger de anion Oz e tempol, reduz
as descargas basais do nervo simpatico e promove queda na pressao arterial
(CAMPESE et al.,, 2004). Além disso, estudos mostram que ERO aumentam os
estimulos excitatorios glutamatérgicos e atenua as vias inibitérias gabaérgicas na
RVLM, aumentando assim os estimulos simpatoexcitatérios para os neurdnios da
RVLM (NISHIHARA et al., 2012; SHINOHARA et al., 2012). Por outro lado, autores
defendem que a modulacdo da transmissdo glutamatérgica diante do estresse
oxidativo se comporta de forma distinta dependendo do tipo de receptor (AIZENMAN,;
HARTNETT; REYNOLDST, 1990; AIZENMAN; LIPTON; LORING, 1989), espécie
reativa que esta presente no tecido nervoso (KISHI et al., 2004; MORRISON, 2003;
PELLEGRINI-GIAMPIETRO et al., 1990; ZHU et al., 1998; ZOCCARATO; VALENTE;
ALEXANDRE, 2002), localizacao e efeito ou ndo da anestesia (CARDOSO et al.,
2006) e em neurdnios pré ou pos sinapticos (AVSHALUMOV; RICE, 2002; TROTTI,

DANBOLT; VOLTERRA, 1998).
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O desequilibrio oxidativo na RVLM é caracterizado pelo aumento da formagéo
de peroxinitrito, formado pelo superoxido e NO derivados da nNOS, e a origem desse
aumento inclui reducéo da atividade da SOD2, disfuncéo da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial e da ativacdo da NADPH oxidase, xantina oxidase e
desacoplamento da NOS causando aumento da simpatoexcitacdo desenvolvendo a
hipertensdo (CHAN; CHAN, 2019; KISHI; HIROOKA, 2012). O papel do receptor AT1
da angiotensina Il (ANG II) também tem sido evidenciado como um fator para o
aumento da NADPH oxidase (GAO et al., 2005; NOZOE et al., 2008) contribuindo para
a hipertensédo. Administragdo de ANG Il diretamente na RVLM provoca resposta
pressora pela ativacdo do sistema nervoso simpéatico (DAMPNEY et al., 2007) e o
bloqueio do receptor ATi reduz a pressédo pela simpatoinibicdo em ratos obesos
hipertensos (KONNO et al., 2012). Na hipertenséo induzida pela obesidade também
foi visto que os neurdnios da RVLM estédo ativados (STOCKER; MEADOR; ADAMS,
2007) e que a leptina e insulina contribuem para o aumento da ativacdo simpatica

(HILZENDEGER et al., 2012; RAHMOUNI et al., 2005).



34

2. JUSTIFICATIVA

A obesidade além de ser considerada uma doenca epidémica presente em
paises desenvolvidos ou em desenvolvimento e que triplicou sua prevaléncia em um
periodo de 40 anos, favorece o desenvolvimento de outras comorbidades como a
hipertensao arterial. A literatura mostra que diversos fatores presentes no quadro de
obesidade como 0 aumento do estresse oxidativo e inflamacéo, resisténcia a insulina,
aumento do tecido adiposo, aumento da concentracdo de leptina e angiotensina ll, e
desequilibrios na producéo de éxido nitrico ocasionam maior modulacao simpatica e
favorece o desenvolvimento da hipertensdo. No entanto, os mecanismos envolvidos
nesse processo ainda nao estéo esclarecidos.

Considerando que o modelo de obesidade MSG se assemelha em muitos
aspectos com a obesidade desenvolvida em humanos como a presenca da sindrome
metabdlica além dos fatores ja citados que contribuem para o desenvolvimento da
hipertenséo, faz-se relevante investigar os efeitos da suplementacao alimentar com L-
arginina sobre parametros cardiovasculares e autondémicos, e avaliar a produgéo do
estresse oxidativo na area RVLM e em tecidos periféricos bem como os efeitos apés
tratamento com Vitamina C. Vale ressaltar que encontram-se poucos estudos nessa
area e nenhum trabalho até o presente momento abordou a area RVLM em ratos

obesos ndo anestesiados.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral estudar os efeitos da suplementagédo com
L-arginina (L-arg) ou vitamina C (vit C) sobre a fisiopatologia da hipertenséo induzida
pela obesidade em ratos, avaliando os parametros cardiovasculares, autonémicos,

oxidativos e concentracdo de nitrito tecidual e plasmaético.

EsTuDO 1. EFEITO DA SUPLEMENTACAO ORAL COM L-ARGININA NOS
PARAMETROS CARDIOVASCULARES E AUTONOMICOS DE RATOS CONTROLE E
COM OBESIDADE MSG.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Todos os protocolos foram realizados em ratos controle (CTR) e com
obesidade (MSG).

1. Caracterizar os parametros de obesidade através do calculo do indice
de Lee e peso do tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal, em ratos
suplementados ou ndo com L-arg;

2. Avaliar os parametros cardiovasculares em ratos CTR e MSG néao
anestesiados suplementados ou ndo com L-arg atraveés da medida direta da PAM e
FC,

3. Avaliar os parametros autondmicos de ratos CTR e MSG néo
anestesiados suplementados ou ndo com L-arg atraves da andlise espectral da
variabilidade cardiaca e do barorreflexo espontaneo;

4. Determinar a producdo de oxido nitrico em ratos CTR e MSG pela
quantificacdo de nitrito no plasma, coracdo, figado, rim e tecido adiposo

retroperitoneal e perigonadal.
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EsTubOo 2. AVALIACAO DO PERFIL OXIDATIVO DA AREA
ROSTROVENTROLATERAL DO BULBO (RVLM) EM RATOS CONTROLE E OBESOS E
OS EFEITOS DO TRATAMENTO COM VIT C.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Todos os protocolos foram realizados em ratos controle (CTR) e com
obesidade (MSG).

1. Caracterizar os parametros de obesidade através do célculo do indice
de Lee e peso do tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal, em ratos tratados com
agua ou vit C;

2. Investigar os efeitos da microinjecéo do L-glu e da vit C na area RVLM
nas respostas cardiovasculares em ratos ndo anestesiados;

3. Obter o perfil molecular oxidativo da RVLM, coracédo, rim e adrenal
através da dosagem de Abts, Frap, Nbt e T-bars;

4. Avaliar o efeito crénico do tratamento com vit C na area RVLM sobre o
perfil oxidativo pelo Abts, Frap, Nbt e T-bars;

5. Avaliar o efeito cronico do tratamento com vit C na producdo de NO

através da quantificacao de nitrito no coracao, figado, rim, aorta e plasma.
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ESTUDO 1: EFEITO DA SUPLEMENTACAO ORAL COM L-ARGININA
NOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES E AUTONOMICOS DE

RATOS CONTROLE E COM OBESIDADE MSG.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos foram realizados em acordo com as diretrizes éticas
do CONCEA e aprovados pela comisséo de ética no uso de animais (CEUA), processo
de nimero: 19678.2016.07.

Para este estudo utilizamos ratos Wistar adultos (90 dias) provenientes de
acasalamentos no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas (CIF), a
partir de matrizes provenientes do biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina (UEL). No biotério setorial do CIF os ratos foram mantidos em caixas de
polipropileno (45x25x25cm) em sala com temperatura controlada (21+2°C) em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas com racao (Nuvilab CR-1; Nuvital®, Colombo, Parana,

Brasil) e 4gua vontade.

4.2 INDUCAO E AVALIACAO DOS PARAMETROS DA OBESIDADE

A prole macho recebeu tratamento para inducdo da obesidade nos primeiros
cinco dias de vida com inje¢cdes subcutaneas de glutamato monossodico na
concentracdo de 4mg/g (sigma Co., MO, USA) ou salina equimolar (DE FREITAS
MATHIAS et al., [s.d.]) uma vez ao dia. A obesidade foi caracterizada pelo calculo do
indice de Lee que é representado pela férmula Vpeso corporal (g)/comprimento
nasoanal (cm) x 100 além do peso do tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal

(BERNARDIS; PATTERSON, 1968).
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4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os ratos foram divididos em: Grupo controle (CTR): suplementado com L-
arginina (L-arg) ou veiculo (dgua de torneira) e Grupo com obesidade (MSG):

suplementado com L-arg ou veiculo, totalizando quatro grupos.

4.4 SUPLEMENTACAO ORAL COM L-ARGININA

A suplementacédo oral com L-arg (Sigma-Aldrich CO®, Saint Louis MO, USA) foi
administrada em ratos CTR e MSG durante 30 dias consecutivos pelo tubo géastrico
(via gavagem) preparada diariamente em dose Unica de 62,5 mg/ml/rato/dia diluida
em agua de torneira e administrada 1ml/rato/dia. Para os grupos que receberam
somente o veiculo foi administrado 1ml/rato/dia (VALGAS DA SILVA et al., 2015;
YANG; COOTE, 1998). A suplementacéo com L-arg comecou quando os ratos tinham
59 dias de vida e foi até os 89 dias quando foi realizada a cateterizacdo da artéria

femoral.

4.5 CATETERIZACAO DA ARTERIA FEMORAL

Ao 89° dia de vida, os ratos foram submetidos a cirurgia sob anestesia de
cloridrato de cetamina (100 mg/kg, i.p.) e cloridrato de xylasina (6,7 mg/kg, i.p.) (ambas
da Ceva Santé Animale, S&o Paulo, Brasil), para cateterizacdo da artéria femoral com
0 objetivo de monitorizacdo da presséo arterial pulsatil de forma direta. Foi inserido
um cateter de polietileno PE-10 conectado a um segmento de PE-50 na artéria do
rato, que ao final foi fechado com oclusor para impedir a saida do fluxo sanguineo. Foi
exteriorizada na regido dorsal com a fixagdo na pele através de sutura e finalizando
com sutura no local de acesso a artéria também.

Apds o término do procedimento cirlrgico e estando os ratos mantidos em

ambiente aquecido para total recuperacao da anestesia, foi administrado uma dose
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de 100 mg/kg, (v.0.) de analgésico (Paracetamol®, Teuto). Em seguida, os ratos
retornaram ao biotério para recuperagdo por 24 horas, quando se iniciou o protocolo

experimental.

4.6 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA

O registro da pressdo arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC)
ocorreu 24 horas apds recuperacao da cirurgia de cateterizacdo. Foi realizado através
da medida direta da pressao arterial (PA) com os ratos ndo anestesiados e com livre
movimentagcdo. A canula arterial do rato foi acoplada ao transdutor de pressao
(Powerlab modelo MLTO0380) conectado a um sistema de registro computadorizado
(Powerlab/ ADInstruments). O sinal captado era da presséao arterial pulsétil, cujo sinal
era automaticamente processado pelo sistema de aquisicdo de dados para obtermos
os valores de PAM e FC. Durante o periodo de registro os ratos foram mantidos dentro

de caixas individuais em ambiente silencioso.

4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Neste estudo foi registrado os valores basais dos 4 grupos experimentais
avaliando a suplementacéo prévia de 30 dias consecutivos de L-arg ou veiculo. Apos
0 registro os ratos foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg, i.p.) e cloridrato de
xylasina (6,68 mg/kg, i.p) para coleta de sangue através de puncéo cardiaca para
posterior obtencdo do plasma. Apds a puncao cardiaca foi realizada a medida do
comprimento nasoanal, coleta e pesagem das tecido adiposo retroperitoneal e
perigonadal, para caracterizacdo da obesidade e coleta de 6rgdos como coracéo,
figado e rim para posterior dosagem de nitrito (6xido nitrico). A figura 1 ilustra o

delineamento experimental desse estudo.
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Tratamento L-arginina

1230592 592 a0 892
dia 212 dia dia 892 dia 90¢° dia Em seguida

I

Coleta de coragao, rim,

. . Pungdo
Indugdo Do Suplernentag.ﬁo Catet?nzagao da Registroda Cardiaca  figado, rim e gorduras para
obesidade com L-arg ou veiculo artériafemoral PAM e FC sangue - NO dosagem de NO

Nascimento Anestesia  Eutanasia
Dia 0

Figura 1. llustracdo do delineamento experimental de ratos CTR e MSG suplementados
com L-arg. Ratos receberam injecdes subcutédneas de glutamato monossddico para inducdo da
obesidade do 1° ao 5° dia pés natal, aos 21 dias foi realizado o desmame e do 59° ao 89° dia receberam
L-arg por via oral. Aos 90 dias iniciou-se o protocolo de cateterizagdo da arteria femoral para

posteriormente afericdo da PAM e FC de forma direta. Apos o registro foi realizado a eutanésia com
sobredose de anestésico e coleta de tecidos para parametros corporais e dosagem de nitrito.

4.8 DOSAGEM DE NITRITO (OXIDO NITRICO)

A dosagem indireta da concentracdo de NO foi realizada por meio da
quantificacdo de nitrito (NO2) em amostras de corac¢do, rim, figado e plasma de ratos
CTR e MSG. Para a obtencéo do plasma foi retirado 2 ml de sangue através de puncao
cardiaca, centrifugado em 3000 rpm, por 10 minutos em 4°C. Todos os tecidos foram
armazenados em freezer -80°C até o inicio do protocolo de dosagem.

O método foi realizado pela dosagem de nitrito como descrito por (NAVARRO-
GONZALVEZ; GARCIA-BENAYAS; ARENAS, 1998; PANIS et al., 2011) com algumas
modificacdes: granulos de cadmio foram utilizados para converter todo nitrato em
nitrito permitindo maior sensibilidade a quantidade total de NO na amostra. Foi
preparada uma curva de calibracao através da diluicdo de NaNO2 em agua destilada
estéril na escala de 0 a 125 pM; 100 pL de reagente de Griess foram adicionados em

triplicata em microplacas. A absorbancia foi lida em 505 nm usando leitor de placas
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padronizado (Multiskan EX, LabSystems®, Minnesota USA). Todos 0s reagentes

foram obtidos da Sigma Chemical Co. Os resultados foram expressos em puM de nitrito.

4.9 ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE DA PRESSAO ARTERIAL
SISTOLICA (PAS) E INTERVALO DE PULSO (IP)

Para esta analise foi utilizado inicialmente o programa computacional LabChart
7.0 (ADinstruments, Bela Vista, Australia) que detecta pontos de inflexdo nos pulsos
de pressao e gera series batimento a batimento, com valores de PAS e IP para cada
ciclo cardiaco (DUTRA et al., 2013; TEZINI; DIAS; SOUZA, 2013). Posteriormente
esses dados de PAS e IP foram convertidos para outro programa computacional

Cardioseries v2.4 (www.danielpenteado.com) que analisa essas series temporais

batimento a batimento e as reamostra em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por
interpolacdo cubica do tipo spline para regularizar o intervalo de tempo entre
batimentos. As series com valores interpolados foram divididas em segmentos de 512
valores cada com sobreposicdo de 50% (Protocolo Welch). Foi examinado
visualmente cada segmento e aqueles considerados com artefatos ou transientes
foram excluidos.

Os segmentos considerados adequados foram integrados em bandas de baixa
frequéncia (LF; 0,20 - 0,75 Hz) que representa a modulacéo pelo ténus simpatico do
SNA, alta frequéncia (HF; 0,75 - 3,00 Hz) que representa a modulacdo pelo ténus
parassimpatico do SNA e a banda de frequéncia muito baixa (VLF <0,20Hz) que
apesar de nao ter uma explicacao fisiolégica bem estabelecida representa acdes da
regulacdo hormonal, vasomotora e de temperatura além da atividade do sistema
renina-angiotensina. Os resultados foram expressos em unidades absolutas (ms? ou
mmHg?) e normalizadas (un). Os valores normalizados foram obtidos por meio do

calculo da poténcia relativa das bandas de LF e HF levando em consideragcdo a
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poténcia total de espectro menos a poténcia VLF. Para avaliar o balanco simpatovagal
cardiaco que representa as alteragfes absolutas e relativas entre os componentes
simpatico e parassimpético, calculou-se a razdo entre a poténcia das bandas de LF e

HF (LF/HF) do espectro do IP (DUTRA et al., 2013; TEZINI; DIAS; SOUZA, 2013).

4.10 ANALISE DO BARORREFLEXO ESPONTANEO

Foi utilizado o Método da Sequéncia para avaliar a sensibilidade barorreflexa
(SBR) que foi avaliada no dominio da frequéncia através das series temporais
batimento a batimento com os valores de PAS e IP utlizando o programa

computacional CardioSeries v2.4 (www.danielpenteado.com). As séries foram

analisadas em busca de sequéncia de 4 ou mais batimentos (rampa) onde aumentos
progressivos de PAS foram acompanhados de aumentos progressivos de IP (ganho
up) ou reducbes progressivas de PAS foram acompanhadas de reducdes
progressivas de IP (ganho down), bem como o ganho total que reflete a quantificacéo
de ambas as medidas. Além disso foi avaliado a efetividade (Bei) que mostra o quéao
efetiva é a atividade dos barorreceptores em responder aos aumentos e diminuicées
da pressao arterial.

Foram utilizados limiares de 0 mmHg e O ms para detectar alteracdes da PAS e
IP respectivamente. ApOs a deteccdo de uma rampa de PAS o0 programa
computacional buscou por alteragdes no IP sem qualquer intervalo, ou seja, delay de
zero batimento. Uma sequéncia barorreflexa foi utilizada somente quando o
coeficiente de correlacao (r) entre os valores de PAS e IP for maior ou igual a 0,8. A
SBR foi determinada a partir da média de inclinacdo da reta da regresséo linear entre

os valores de PAS e IP de cada sequéncia barorreflexa encontrada.
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4.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa
estatistico Prisma® (GraphPad®, San Diego, CA). Foi realizada andlise exploratéria de
cada variavel avaliando a normalidade da distribuicdo com teste Kolmogorov-Smirnov
e a homogeneidade através do teste de Bartlett. Para os dados que apresentaram
variancia normal e homogeneidade nas variancias foi utilizado analise paramétrica
com ANOVA Two-Way com pos teste de Sidak para comparacédo entre 4 grupos e 0s
resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). Em todas as

analises o nivel de significancia considerado foi p< 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA OBESIDADE INDUZIDA POR GLUTAMATO
MONOSSODICO — MSG

O tratamento subcutaneo com glutamato monossodico realizado do 1° ao 5° dia
de vida dos filhotes machos de ratos induziu o desenvolvimento da obesidade
neuroenddcrina na fase adulta (90 dias) observado no grupo MSG caracterizado por
menor massa corporal (CTR agua=356+5 vs MSG agua=285+10*; CTR L-arg=325+9
vs MSG L-arg=272+6*, figura 2A) e comprimento nasoanal (CTR agua=24+0,1 vs
MSG agua=20+0,4*; CTR L-arg=23%0,2 vs MSG L-arg=20+0,2*, figura 2B) quando
comparado aos seus respectivos grupos CTR. A suplementacdo com L-arginina ndo
promoveu alteragdes nesses parametros em comparagao aos seus grupos controle.

O grupo MSG apresentou aumento do tecido adiposo retroperitonial (CTR
agua=2+0,1g, MSG agua=5%0,4*; CTR L-arg=2+0,2 vs MSG L-arg=4+0,2*, figura 2C)
e perigonadal (CTR &gua=3%0,1, MSG agua=5+0,3*; CTR L-arg=2+0,2 vs MSG L-
arg=4+0,2*, figura 2D) em relacéo aos seus respectivos CTR. Nestes parametros, no
entanto, a suplementacdo com L-arg nos animais MSG induziu a um menor acumulo
de ambas tecido adiposo em relacdo ao grupo MSG &agua: gordura retroperitonial:
MSG agua=5%0,4 vs L-arg=4+0,2*qg, figura 2C; gordura perigonadal: MSG agua=5+0,3
vs L-arg=4+0,2*, figura 2D. Os dados mostraram um aumento do indice de Lee dos
grupos MSG quando comparados com seus CTR, sem modificacdo pelo tratamento
com L-arg (CTR agua=30+0,2, MSG agua=33+0,6*; CTR L-arg=30+0,3 vs MSG L-
arg=33x0,5*, figura 2E). *p<0,05, Anova One Way. Os valores estdo expressos como

média £ EPM. CTR &gua n=8, L-arg n= 11; MSG agua n=10, L-arg n= 10.
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Figura 2. Caracterizacdo da obesidade. Caracterizacdo da obesidade aos 90 dias induzida
pela administracdo subcuténea de glutamato monossédico ou veiculo do 1° ao 5° dia de vida em ratos
Wistar. (A) Massa corporal; (B) Comprimento nasoanal; (C) Gordura perigonadal; (D) Gordura
retroperitonial; (E) indice de Lee. *p<0,05, Anova Two Way seguido do pos teste de Sidak e os valores
estdo expressos como média =+ EPM, n=8-11 ratos por grupo. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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5.2 PARAMETROS DE PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM) E FREQUENCIA
CARDIACA (FC)

Aos 90 dias de vida, os ratos foram submetidos ao protocolo experimental de
cateterizacao e registro dos parametros cardiovasculares apos 24 horas.

O grupo MSG &gua apresentou aumento da PAM em relagdo ao CTR 4gua (CTR
agua=104+2 vs MSG agua=117+2, figura 3A). A suplementacdo com L-arg nos
animais CTR induziu a menores valores basais de PAM em relacdo ao CTR agua
(CTR 4gua=104+2 vs CTR L-arg=93+4*, figura 3A) e ao MSG L-arg (CTR L-arg=93+4
vs MSG L-arg=115+2*, figura 3A). No entanto, a suplementagcdo com L-arg nos ratos
MSG ndo modificou esses parametros (MSG &gua=117+2 vs L-arg=114+2). Nos
parametros da FC né&o foi observado diferengas estatisticas entre os grupos (CTR
agua=361+18, L-arg=416+13; MSG agua=390+15, L-arg=423+14, figura 3B). Dados
expressos como média + EPM, * p< 0,05. CTR agua n=8, L-arg n= 11; MSG agua

n=10, L-arg n= 10.
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Figura 3. Parametros cardiovasculares da suplementacdo de L-arginina. Efeitos da
suplementacdo oral de L-arginina sobre os parametros da (A) presséo arterial média (PAM) e (B)
frequéncia cardiaca (FC) em ratos controle (CTR) e com obesidade (MSG) ndo anestesiados. Valores
expressos como média + EPM, *p<0,05, Anova Two Way, n= 8-11 ratos por grupo. Fonte: Fernanda N.
C. Lopes, 2021.
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5.3 ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE DA PRESSAO ARTERIAL
SISTOLICA (PAS) E INTERVALO DE PULSO (IP)

5.3.1 Andlise da variabilidade da presséao arterial sistélica - PAS

Nossos resultados mostraram aumento da modulacdo autondmica da PAS nos
parametros da variancia entre os grupos CTR e MSG tratados com L-arg (CTR L-
arg=24+4; MSG L-arg=54+12*, figura 4A), do componente LF (CTR L-arg=5+0,6; MSG
L-arg=12+3*; figura 4B) e entre MSG agua e MSG L-arg (MSG: agua=6+1, L-arg
12+3*, figura 4B). No componente VLF n&o houve diferencas estatisticas (CTR:

agua=5+0,7, L-arg=7+1; MSG: agua 6£1, L-arg 10+£2, figura 4C).
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Figura 4. Analise espectral da variabilidade da presséo arterial sistélica (PAS). (A) variancia
da PAS, (B) LF representa componente simpatico autondmico, (C) VLF representa a influéncia do
sistema humoral. Valores expressos como media + EPM, p<0,05, Two Way seguido do pds teste de
Sidak, n=6-10 ratos por grupo. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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5.3.2 Analise da variabilidade do intervalo de pulso - IP

A modulacdo autondmica no IP ndo mostrou diferenga estatistica na variancia
(CTR: &gua=16+4, L-arg=3049; MSG: agua=47+7, L-arg=53+9, figura 5A). Em relacao
ao componente LF nossos resultados mostraram que o grupo MSG agua € maior que
o CTR agua (Agua: CTR=29+4 vs MSG=74+3*, figura 5B) e apds suplementac¢&o com
L-arg o grupo MSG mostrou — se menor em relagcdo ao CTR L-arg (L-arg: CTR=62+6
vs MSG=42+4*, figura 5B) e a0 MSG agua (MSG: agua=74+3 vs L-arg=42+4*, figura
5B). No componente HF o grupo MSG &gua apresentou-se menor em relagdo ao
grupo CTR agua (Agua: CTR=71x4 vs MSG=25+3* figura 5C) e apds a
suplementacao ocorreu uma reducdo no grupo CTR L-arg em relacdo ao CTR agua
(CTR: 4gua=71%4 vs L-arg=38z6*, figura 5C), aumento no grupo MSG L-arg em
relacdo ao MSG agua (MSG: agua=25+3 vs L-arg=58+4*, figura 5C) e quando
comparado CTR x MSG apés a L-arg, o grupo MSG mostrou-se maior (L-arg:
CTR=38%6 vs MSG=58+4*, figura 5C).

O balanco simpatovagal LF/HF mostrou que o grupo MSG agua esta maior comparado
ao grupo CTR &gua (CTR agua=0,5+0,1-1,2 vs MSG agua=4+2-7*, figura 5D) e
mostrou reducao apos suplementagcdo com L-arg no grupo MSG (MSG: agua=4+2-7

vs L-arg=0,8+0,5-1,3*, figura 5D).
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Figura 5. Andlise espectral da variabilidade do intervalo de pulso (IP). (A) variancia do intervalo de pulso, (B) LF (nu) representa componente simpético
autondmico, (C) HF (nu) representa componente parassimpdatico autonémico, (D) LF/HF balanco simpatovagal. *p<0,05, Anova Two Way seguido do teste de
Sidak e os valores estdo expressos como média + EPM, n=6-10 ratos por grupo. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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5.4 ANALISE DO BARORREFLEXO ESPONTANEO

O indice de efetividade barorreflexa (Bei) ndo mostrou diferenca estatistica
entre os grupos (figura 6A). Os dados descritivos estdo na tabela 5.
Nas analises do ganho barorreflexo o grupo MSG L-arg apresentou-se maior em
relacdo ao grupo CTR L-arg nas sequéncias de ganho up (CTR L-arg=0,5+0,06 vs
MSG L-arg=1,0+0,2*, figura 6B) e de ganho total (CTR L-arg=0,5+0,07 vs MSG L-
arg=1+0,1*, figura 6D), sem diferencas estatisticas no ganho down (CTR:

agua=0,9+0,1, L-arg=0,5+0,07; MSG: agua=0,8+0,1, L-arg=0,7+0,07, figura 6C).
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Figura 6. Analise do barorreflexo espontaneo. O indice de efetividade barorreflexa esta expresso em (A) Bei total. A representagdo do ganho esta expresso
em (B) Ganho up, (C) Ganho down e (D) Ganho total. *p<0,05 Anova Two Way seguido do pés teste de Sidak e os valores estdo expressos como média +
EPM, n=6-10 ratos por grupo. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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5.5 DOSAGEM DE NITRITO NO CORACAO, FIGADO, RIM, PLASMA E TECIDO
ADIPOSO

A dosagem indireta de NO2" mostrou que no coragéo apenas o grupo MSG L-arg
apresentou aumento em relagéo ao grupo CTR L-arg (CTR L-arg=1,0£0,2 vs MSG L-
arg=1,5%0,03*, figura 7A).

A dosagem de nitrito no figado mostrou que o grupo MSG 4gua tem maiores
concentracbes em relacdo ao CTR &4gua (CTR &agua=0,9+0,1 vs MSG
agua=1,4+0,07*, figura 7B) e a suplementacdo com L-arg promoveu aumento do
grupo CTR L-arg comparado ao CTR &agua (CTR: agua=0,940,1 vs L-arg=1,6+0,2*,
figura 7B) porém sem diferencas estatisticas nos grupos MSG (MSG: 4gua=1,5+0,07
vs L-arg=1,4+0,1, figura 7B). No plasma houve aumento de nitrito no grupo MSG apés
suplementacdo com L-arg (MSG: agua=8%0,9, L-arg=12+1* figura 7D), sem
alteragcbes nos grupos CTR (CTR: &gua=8,4+1, L-arg=9,1+1, figura 7D). A
concentracdo de nitrito no rim mostrou-se diminuida em ratos MSG agua quando
comparado com CTR &gua (CTR: &agua=1,5+1,1-2,4, L-arg=1,9+1,2-2,4; MSG:
agua=1,1+1,0-1,3* figura 7C) sem alterac6es apos o tratamento (CTR L-arg=1,9+1,2-
2,4; MSG L-arg=1,4+1,3-1,6, figura 7C).

Nao foi observado diferencas estatisticas na concentracdo de nitrito nos
tecidos adiposo retroperitonial (CTR: &agua=0,8+0,08, L-arg=1+0,1; MSG:
agua=0,8+0,07, L-arg=0,9+0,07, figura 7E) e perigonadal (CTR: 4gua=0,5+0,03, L-

arg=0,5%0,09; MSG: agua=0,7+0,07, L-arg=0,6+0,07, figura 7F).
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Figura 7. Dosagem de nitrito. Efeitos da suplementacéo oral com L-arginina na producéo de NO2- no (A) coracgéo, (B) figado, (C) rim, (D) plasma, (E)
gordura retroperitonial, (F) gordura perigonadal de ratos controles (CTR) e com obesidade (MSG) suplementados ou ndo com L-arginina. *p<0,05, Anova Two
Way seguido do pos teste de Sidak e os valores estdo expressos como média + EPM, n= 6-10 ratos por grupo. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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6. DISCUSSAO

Os principais resultados obtidos através deste estudo foram: 1) ratos que
receberam injecdo de glutamato monossodico desenvolveram a obesidade na vida
adulta representada pelo aumento do tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal e
pelo aumento do indice de Lee. Apos a suplementacdo com L-arg houve uma reducéao
da quantidade de ambos tecidos adiposo nos ratos com obesidade; 2) os ratos MSG
apresentaram maiores valores de pressao arterial e a suplementacdo com L-arg nédo
alterou esses parametros. No entanto, a suplementacao reduziu a pressao arterial de
ratos CTR, sem provocar alteracbes na frequéncia cardiaca; 3) com relacdo a
variabilidade da frequéncia cardiaca: ratos MSG apresentaram aumento da
modulacdo simpatica e a suplementacdo com L-arg promoveu reducdo desse
componente. Nos animais controle a L-arg atuou de forma inversa promovendo
aumento da modulacéo simpatica. Com relacdo a modulagéo parassimpatica os ratos
MSG apresentaram menor atividade e ap6s a suplementacdo com L-arg ocorreu
aumento deste componente. Nos ratos CTR houve reducdo do componente HF apds
a suplementacéao com L-arg. A razéo LF/HF nos ratos MSG mostrou-se aumentada e
apos a suplementacédo com L-arg houve reducéo deste parametro; 4) Na sensibilidade
do barorreflexo esponténeo: a suplementacdo com L-arg promoveu aumento do gain
up nos ratos MSG comparados ao CTR também suplementado; 5) Nas dosagens de
nitrito no coragao: a suplementacdo com L-arg promoveu aumento da concentracao
somente no grupo MSG em relagdo ao CTR L-arg; 6) No figado: ratos MSG
apresentaram aumento de nitrito e apos a suplementacdo com L-arg houve aumento
no grupo CTR em relacdo ao seu proprio controle; 7) No plasma: o grupo MSG apos
a suplementacdo com L-arg apresentou maior aumento nas concentracdes de nitrito.

Dessa forma, nosso trabalho mostrou que a suplementacdo com L-arginina foi
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benéfica para os ratos MSG para reducdo de gordura e melhora dos aspectos
autondmicos. No entanto, ndo trouxe beneficios para atenuar os parametros de
presséao arterial.

Trabalhos na literatura mostram que ratos tratados com glutamato
monossodico desenvolvem obesidade na vida adulta e apresentam acumulo de tecido
adiposo perigonadal e retroperitoneal, menor comprimento nasoanal e peso corporal,
e aumento do indice de Lee (DA CUNHA et al., 2017; DA SILVA MATTOS et al., 2012;
MATYSKOVA et al., 2008), o mesmo ocorrendo também em camundongos
(LUCCHETTI et al., 2019; MIRANDA et al., 2013) Esses achados também foram
observados no presente estudo.

O NO é amplamente conhecido pelos seus efeitos como um modulador
enddgeno do ténus vascular e na funcao endotelial e a L-arg é o Unico substrato para
sua formacao. O aumento na pressao arterial, aumenta o estresse de cisalhamento
endotelial e promove aumento da liberacdo de NO nos vasos promovendo
vasodilatacdo. Estudos mostram que diminuicdo de eNOS esta ligado intimamente
com o desenvolvimento de hipertensao, hipertensdo induzida pela obesidade e em
obesos normotensos (RAJAPAKSE; HEAD; KAYE, 2016) bem como é relatado
aumento da iNOS no tecido adiposo branco contribuindo para a resisténcia a insulina,
dislipidemias e aumento do risco cardiovascular (KAPUR et al., 2000). Além disso,
existem estudos mostrando que o transportador da L-arg (CAT1) quando diminuido
provoca reducdo na biodisponibilidade de NO e contribui para a hipertensdo na
obesidade e seu aumento promove reducao da hipertensdo (RAJAPAKSE et al.,
2014).

O aminoécido L-arg tem sido utilizado como suplemento alimentar pelo fato

de ser o precursor da sintese de NO nos sistemas organicos (MIRMIRAN et al., 2016;
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SIASOS et al., 2007). O NO regula a atividade da células musculares lisas vasculares
possibilitando maior vasodilatagdo na sua presenca ou vasoconstricdo quando
presente em menor quantidade sendo um dos mecanismos que contribui para o
desenvolvimento e manutencao do quadro de hipertenséo arterial (GOKCE, 2004).

Déficits na producgdo ou biodisponibilidade de NO estdo relacionados com
doengas enddcrino-metabdlicas e cardiovasculares e a suplementacdo de L-arg tem
se mostrado eficaz no controle da diabetes mellitus (LUCOTTI et al., 2006; PIATTI et
al., 2001), doenca arterial coronariana (LUCOTTI et al., 2009) e da hipertenséo arterial
(PALLOSHI et al.,, 2004) em humanos e em melhora do metabolismo de lipidio,
absorcao de glicose e hipertensdo em animais (ARAUJO et al., 2017; DE CASTRO
BARBOSA et al., 2013).

Os efeitos benéficos associados a suplementagdo com L-arg estdo
relacionados com a melhora da funcéo endotelial, aumento da sintese de NO vascular,
reducado da atividade da endotelina | e angiotensina Il, reducéo do estresse oxidativo
e melhora na sensibilidade a insulina (GOKCE, 2004). Ainda ha trabalhos que
mostram o papel do NO como neuromodulador inibitério e excitatério (HORN et al.,
1994), influenciando na atividade muscular (BALON; NADLER, 1994; SILVEIRA et al.,
2003) e no metabolismo lipidico (FRUHBECK; GOMEZ-AMBROSI, 2001; RIBIERE et
al., 1996).

Nosso trabalho ndo mostrou reducdo da massa corpdérea nos ratos
suplementados com L-arg, nho entanto, mostrou uma redu¢do no acumulo de ambos
0s tecidos adiposo apos a suplementacdo com L-arg nos ratos MSG. Este resultado
pode ser devido ao aumento da lipdlise e inibicdo da lipogénese pela modulacéo da
expressao e funcao de enzimas chaves envolvidas na resposta de antioxidantes e no

metabolismo de lipidios nos animais que receberam a suplementacdo com L-arg
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(JOBGEN et al., 2009b). Trabalhos da literatura corroboram com nossos achados
mostrando que ratos Zucker (modelo experimental genético de obesidade e diabetes
mellitus tipo 2) apds 4 semanas de suplementacdo com L-arg reduziram a adiposidade
(MCKNIGHT et al., 2010; WU et al., 2007). Apés 10 semanas de suplementacdo com
L-arg ratos Zucker apresentaram reducéo de tecido adiposo epididimal (perigonadal)
e retroperitoneal em relacdo ao CTR (FU, 2005). A suplementacdo com L-arg também
promoveu reducéo do tecido adiposo branco e aumento do tecido marrom em ratos
obesos por dieta hiperlipidica (JOBGEN et al., 2009a)

Em nosso estudo néo foi observado reducéo nas tecido adiposo dos ratos
CTR apdés a suplementacdo com L-arg. Dados de Chiyoda e colaboradores
(CHIYODA et al., 2009) mostram que ap0s a suplementacdo com L-arg 3 vezes na
semana por 4 semanas ndo mostrou diferencas estatisticas no valor do peso corporal,
e Rajapakse e colaboradores (2014) também n&o observaram alteracdes no peso
corporal de camundongos obesos (RAJAPAKSE et al.,, 2014). Outros dados na
literatura mostram que a suplementacdo com L-arg atua na inibicdo da somatostatina
gue é conhecida por inibir a secrecdo de GH (COLLIER; CASEY; KANALEY, 2005;
KANALEY, 2008). No entanto, a suplementacdo com L-arg ndo alterou o comprimento
nasoanal de nenhum dos grupos, resultados que séo corroborados com os dados de
Chiyoda e colaboradores (2009) que também n&o observaram alteragcbes no
comprimento nasoanal apoOs suplementacdo com L-arg (CHIYODA et al., 2009).
Dessa forma, a L-arg melhorando a disponibilidade de NO em ratos CTR nao
promoveu efeito de aumentar a taxa metabdlica dos adipécitos de forma significante
pelo fato destes ndo possuirem grande quantidade de adipécitos em comparacao ao

MSG.
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Nosso estudo mostrou que a suplementagéo com L-arg promoveu um menor
valor da PAM basal em ratos CTR e ndo apresentou diferencas estatisticas para o
grupo MSG. Ambos os grupos ndo apresentaram diferencas na FC apds a
suplementacdo com L-arg. Estes resultados corroboram com os dados da literatura
pois evidencia o efeito vasodilatador do NO nos vasos levando a redugéao da PAM no
grupo CTR. Podemos fazer um paralelo com estudo em humanos mostrando que a
infusdo de L-arginina promove efeito hipotensor em normotensos sem promover
alteracdes na FC (MEHTA; STEWART; LEVY, 1996). Outro estudo conclui que em
humanos normotensos a disponibilidade do substrato para producdo de NO é uma
etapa limitante para promover o relaxamento vascular dependente do endotélio, no
entanto, em individuos hipertensos o aumento da disponibilidade de substrato ndo
altera a vasodilatacdo sugerindo que na hipertensédo a resposta vascular ndo esta
relacionada com a reducao da disponibilidade de substrato para a producéo de NO
(PANZA et al., 1993).

Em um trabalho do nosso grupo foi mostrado que inibindo a via cNOS com L-
NAME ocorre um aumento da PAM em ratos CTR porém sem alteracfes nos ratos
MSG e sem diferencas estatisticas na FC de ambos os grupos. Além disso, esse
estudo mostrou que a expressao de eNOS na aorta de ratos MSG estava diminuida
bem como a producdo do superoxido aumentada o que favorece a diminuicdo da
disponibilidade de NO e aumento de ERO. Os autores concluiram que essas
alteracdes sejam devido ao desacoplamento da eNOS (DA CUNHA et al., 2014). Outro
trabalho mostrou que a quantidade de NO estava reduzida promovendo diminuigéo
do relaxamento vascular e aumento na produgéo de ERO mas a expressédo da eNOS
estava aumentada e o problema estava na habilidade da enzima em produzir NO

(LOBATO et al., 2011). Dessa forma, € possivel que a ndo alteracdo na pressao
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arterial apds suplementagcdo com L-arg nos ratos MSG hipertensos, possa ser devido
a um problema com a enzima eNOS e néo por deficiéncia de substrato.

Comparando esses resultados de Cunha e colaboradores (2014) com os
nossos dados utilizando o0 mesmo modelo animal, reforga a ideia que em animais com
obesidade a expressdo ou producdo da enzima eNOS pode estar diminuida e que
essa reducéo da eNOS nao pode ser revertida com a suplementacdo com L-arg, pois
mesmo suplementando ndo houve queda da PAM no grupo MSG. Podemos também
considerar que esses ratos possuem ERO aumentado j4 que em diversos trabalhos
tem sido relatado essa alterag&o tanto no modelo de obesidade MSG (DA CUNHA et
al., 2014, 2017; LUCCHETTI et al., 2019) como em outros modelos de obesidade
(MACIEJCZYK et al., 2018) e hipertenséao (OLIVEIRA-SALES et al., 2008).

O aumento da atividade simpatica € um mecanismo bastante conhecido por
fazer parte da fisiopatologia da hipertensdo (SOUZA et al., 2008). O balanco
simpatovagal € um importante indice para a andlise da funcdo autonémica e a VFC é
uma forma quantitativa de avaliar a modulacdo do SNA em condicdes fisiolégicas ou
patolégicas, funcionando como um preditor de saude cardiovascular. Quanto maior for
a variabilidade, melhor adaptacdo autonémica e quanto menor a variabilidade ha
maiores chances de desenvolvimento de doencas metabdlicas e cardiovasculares
(PAL et al., 2009; VANDERLEI et al., 2009).

Nossos resultados mostram que apesar de néo ter alteracdes na FC, a VFC
nos ratos CTR suplementados com L-arg parece ter um efeito compensatorio pela
gueda da PAM pois aumentou o componente LF e reduziu o HF no IP. Nos ratos MSG
a suplementacdo com L-arg se mostrou benéfica reduzindo o componente LF e
aumentando o HF no intervalo de pulso. Nossos resultados reforcam dados prévios

do nosso laboratdrio que mostram que ratos MSG apresentam aumento da modulagéo
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simpética no IP e estas alteragbes podem estar envolvidas com a reducdo da
expresséo da eNOS, aumento da atividade da INOS sistémica e no coragéo e aumento
do estresse oxidativo sistémico (DA CUNHA et al., 2011, 2014, 2017). Além disso,
trabalho de nosso laboratério (DA SILVA MATTOS et al., 2012) mostrou que ratos
MSG apresentam aumento da atividade simpatica renal. No entanto, maiores estudos
devem ser realizados para avaliar se aumentar a dose de L-arg pode ter algum
impacto também na PAM ou se ela pode ser usada como uma ferramenta de
prevencéao para as DCV quando os primeiros sinais aparecem nas alteracdes da VFC.

A andlise do barroreflexo espontaneo mostrou aumento no ganho up, que esta
relacionado com a resposta bradicardica ao aumento da PA, apds a suplementacao
com L-arg do grupo MSG em relagéo ao CTR L-arg, mostrando que a L-arg difere na
resposta entre CTR e MSG mostrando melhor resposta bradicardica nos ratos com
obesidade. Konrad e colaboradores (KONRAD et al., 2012) mostraram que ratos MSG
apresentam alteracdes barorreflexas com diminuicdo do reflexo bradicardico que esta
associado com os efeitos vagais sobre o coracdo e se a responsividade do nodo
sinusal esta diminuida para a modulacdo parassimpatica, a VFC também esta
diminuida. Corroborando com esse artigo, nosso dado do ganho barorreflexo pode
estar relacionado com a melhora da modulagéo simpética e parassimpatica no IP dos
ratos MSG L-arg.

Nas analises das dosagens de nitrito nos 6rgdos, o coragdo apresentou
diferencas somente apos a suplementagdo com L-arg entre CTR e MSG estando
aumentada nos ratos MSG. Apesar de ter resultados mostrando aumento da iINOS no
tecido cardiaco (DA CUNHA et al., 2017), nosso estudo ndo mostrou essa diferenca
e quando fornecemos mais substrato houve aumento de nitrito, porém ndo podemos

sugerir que seja proveniente da iINOS pois ndo realizamos imuno-histoquimica no
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tecido. No figado foi observado aumento na concentracdo de nitrito nos ratos MSG
dgua em comparacdo ao CTR agua mostrando que possa ser devido ao
desenvolvimento de esteatose hepatica ja observada no modelo MSG (COELHO et
al., 2019; DENTIN et al., 2006; LUCCHETTI et al., 2019) sugerindo um possivel
aumento pela INOS e a suplementagéo com L-arg aumentou a concentragao somente
no CTR em relacdo ao CTR agua, mostrando que possivelmente o MSG L-arg por ja
produzir mais NO, adicionar mais substrato ndo aumentou o limiar de producéo tendo
efeito de aumento s6 no CTR L-arg. Foi observado também aumento da concentracao
de nitrito no plasma de ratos MSG L-arg em comparacdo ao MSG &agua. Estudos
mostram que em humanos (MIRMIRAN et al., 2016; RAJAPAKSE; HEAD; KAYE,
2016) e em animais (RAJAPAKSE et al., 2014) com obesidade ou com hipertensao
induzida pela obesidade a biodisponibilidade de NO e o transportador de L-arg estao
diminuidos. Portanto, mesmo sem apresentar reducdo de nitrito antes da
suplementacdo em relacdo ao CTR agua, podemos sugerir que a L-arg foi eficaz em
melhorar as concentracfes de nitrito nos ratos MSG que impactou diretamente na
reducao de tecido adiposo e melhora na variabilidade cardiaca.

Dessa forma, concluimos que ratos suplementados com L-arg obtiveram
reducdo dos tecidos adiposo e juntamente com maior disponibilidade de nitrito
possibilitou melhora no perfil autonémico aumentando a resposta parassimpatica e

reduzindo a simpética.
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ESTUDO 2. AVALIACAO DO PERFIL OXIDATIVO DA AREA
ROSTROVENTROLATERAL DO BULBO (RVLM) EM RATOS
CONTROLE E OBESOS E OS EFEITOS DO TRATAMENTO COM

VITAMINA C.
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7. MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foi seguido 0 mesmo protocolo do item 4.1 e 4.2 do estudo 1.

7.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Avaliacdo funcional:

Os ratos para microinjecao central foram divididos em grupos de forma aleatoria
como CTR salina, CTR L-glu e CTR vit C; MSG salina, MSG L-glu e MSG vit C,
totalizando 6 grupos.

Avaliacdo molecular:

Os grupos experimentais para a avaliacdo do perfil oxidativo foram separados
em CTR e MSG, totalizando 2 grupos.

Para avaliar o efeito da vitamina C no perfil oxidativo da RVLM os grupos foram
definidos como: CTR &gua, CTR vit C; MSG agua, MSG vit C, totalizando 4 grupos.
Os mesmos ratos foram utilizados para dosagem de NO nos 6rgaos: coracdo, rim,

figado, aorta e, também no plasma.

7.2 TRATAMENTO COM VITAMINA C

Os ratos receberam um tratamento com vitamina C na concentracéo de 50 mg/kg
(redoxon®) ou veiculo (Agua de torneira) por gavagem durante 21 dias (a partir do 69°

dia de vida) sendo administrado uma vez ao dia (ELDIN et al., 1992).

7.3 CIRURGIAS

7.3.1 Cateterizacéo da artéria e veia femoral
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A cirurgia foi realizada aos 88 dias de vida dos ratos e a metodologia é a mesma
descrita do estudo 1 (item 4.5) com a adicao da cateterizacdo da veia femoral, para
caso 0 rato necessite de administracdo de anestésico durante a execu¢do do
protocolo experimental (em alguns animais o procedimento de microinjecdo pode
induzir o comportamento de “rolamento em barril”. Quando o animal desenvolve esse
comportamento ele é anestesiado e eutanasiado, sendo retirado do grupo

experimental).

7.3.2 Implante de canulas-guia direcionadas a RVLM

Em seguida aos implantes dos cateteres femorais, foi realizada a cirurgia de
implante das céanulas-guia. Foi realizado o complemento de anestésico quando
necessario via venosa. Os ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica de acordo
com a técnica utilizada anteriormente (MARTINS-PINGE; BARALDI-PASSY; LOPES,
1997). As canulas-guia foram implantadas e fixadas com resina acrilica em direcédo a
area RVLM, utilizando como referéncia a sutura lambda (coordenadas: AP= -3,0; L=
1,8 mm) (PAXINOS; WATSON, 2007). ApOs esta cirurgia, 0s animais receberam dose
profilatica Unica de poli antibiético veterinario (30.000 Ul/kg, v.im.) e de Paracetamol
(100mg/kg, v.0) e voltaram ao biotério para recuperacao da cirurgia por 2 dias para o

registro cardiovascular na auséncia de anestesia seguido do protocolo experimental.

7.4 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA

Apdés 48 horas de recuperacdo das cirurgias, os ratos foram registrados no
periodo basal de acordo com o topico 4.6 do estudo 1. Neste estudo foi acoplado a
canula da veia uma seringa contendo anestésico (cetamina e xylasina nas doses ja

relatadas no protocolo 4.4 do estudo 1) para, se nho momento das microinjecbes
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ocorrer o comportamento de “rolamento em barril”, ser administrado no rato. Em
seguida iniciaram-se 0s protocolos especificos de microinjecao central (Protocolo de

estudo funcional).

7.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os protocolos experimentais foram realizados nos animais CTR e MSG.

7.5.1 Protocolo de estudo funcional

ApoOs o registro basal foi retirado os oclusores das canulas guia, esperou-se a
estabilidade do registro e foi inserido na RVLM a agulha gengival (30G, curta)
conectada com uma canula de polietileno (P10) acoplada a seringa Hamilton (10pl)
contendo a droga a ser administrada. Esperou-se novamente a estabilizacdo do

registro e foi microinjetado a droga na area RVLM.

» Salina estéril na area RVLM

Foi realizada a microinjecdo de salina estéril (100nl) (MARTINS-PINGE;

BARALDI-PASSY; LOPES, 1997) unilateralmente & RVLM em ratos CTR e MSG.

» L-glutamato na area RVLM

Foi realizada a microinjecéo de L-glutamato (L-Glu) (5nmol/100nl) (MARTINS-
PINGE; BARALDI-PASSY; LOPES, 1997) unilateralmente a RVLM em ratos CTR e

MSG.

> Vitamina C na area RVLM

Foi realizada a microinjecao de vitamina C (vit C) (10 nmol/100nl) (OLIVEIRA-

SALES et al., 2008) unilateralmente a RVLM em ratos CTR e MSG.
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Para este procedimento, foi avaliado o pico de resposta pressora e de frequéncia
cardiaca de cada droga administrada. Apds o término do protocolo, foi realizada a
puncédo cardiaca para coleta de sangue. Os ratos foram eutanasiados com sobredose
de anestésico e realizado a medida nasoanal, seguida da pesagem das tecido adiposo
retroperitoneal e perigonadal para fazer a caracterizacao da obesidade.

A figura 8 representa o delineamento experimental das microinje¢cdes na RVLM.

Microinjecdo central

Microinjegdo
219 dia 882 dia 909 dia na RVLM Em seguida

!—X—\

Cateterizagio da Registro Basal Salina 0,9% Marcaco Azul Coleta de gorduras para
artériafemoraleimplante 4, paMe FC  L-glu 5nmol/100nl doREmsma parametros corporais e cérebro
de cdnulas guia na RVLM Vit € 10nmol/100nl RVLM para confirmagdo da drea

Indugdo Desmamee
obesidade Separagidode ninhada

Nascimento Eutandsia

Dia 0

Figura 8. Esquema delineamento experimental de microinjecdo de drogas na RVLM em
ratos CTR e MSG. Ratos receberam inje¢Bes subcuténeas de glutamato monossddico para indugéo
da obesidade ou veiculo do 1° ao 5° dia pés natal. Aos 21 dias foi realizado o desmame e com 88 dias
foi realizado a cateterizag&o da artéria e veia femoral e o implante de canulas guia direcionadas para a
area rostroventrolateral do bulbo (RVLM). Aos 90 dias a pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) foram registradas seguidos do protocolo de microinjecdo de salina, L-glutamato ou
vitamina C. Apos isso foi realizado a eutanasia com sobredose de anestésico, marcacdo do sitio de
microinjecdo com corante azul de Evans e pesagem de gordura retroperitoneal e perigonadal para
compor os parametros de obesidade. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.

7.5.2 Protocolo de analise molecular

Perfil oxidativo: Aos 90 dias de vida os ratos foram anestesiados com cloridrato
de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xylasina (6,7 mg/kg) para realizar puncao
cardiaca para obtencdo do plasma. Em seguida foram eutanasiados com sobredose
de anestésico (cetamina e xylasina) e coletado cérebro, coracao, rim e adrenal para
fazer o perfil oxidativo de ratos CTR e MSG. Foi realizada a coleta e pesagem do

tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal para compor 0s parametros de
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obesidade. A figura 9 apresenta o delineamento experimental de avaliagdo do perfil

oxidativo.

Estresse oxidativo

21¢ dia 90¢ dia Perfil oxidativo Em seguida
1

|

Inducio BresmEme Puncdo Coleta do cérebro para Coleta de gorduras para

obesidade Separacio deninhada Cardiaca para coleta purlch c!e RVLM e parimetros corporais
de sangue - NO coragdo, rim e adrenal

Nascimento Anestesia Eutanasia

Dia 0
Figura 9. Esquema do protocolo de estresse oxidativo em ratos CTR e MSG. Ratos
receberam inje¢des subcutaneas de glutamato monossédico para inducéo da obesidade ou veiculo do
1° ao 5° dia p6s natal. Aos 21 dias foi realizado o desmame e aos 90 dias os ratos foram anestesiados
para realizar a coleta de sangue por puncao cardiaca. Em seguida foram eutanasiados com sobredose
de anestésico e coletado cérebro, coracao, rim e adrenal para realizar o perfil oxidativo e pesado tecido

adiposo retroperitoneal e perigonadal para compor os parametros de obesidade. Fonte: Fernanda N.
C. Lopes, 2021.

Tratamento com vitamina C: Aos 69 dias de vida ratos CTR e MSG iniciaram
o tratamento crénico com vitamina C ou veiculo por 21 dias consecutivos e, aos 90
dias foram anestesiados e o sangue coletado por puncao cardiaca. Os ratos foram
eutanasiados e o cérebro coletado para perfil oxidativo; e coragdo, rim, figado e aorta

para dosagem de nitrito. A figura 10 apresenta o delineamento experimental.

Tratamento vitamina C

Perfil oxidativo NO Em seguida
1 ]

dﬁ 219dia 692 ao 892 dia 902 dia
| L

r )

Indugdo Desmamee i . Puncio Coletadocérebro  Coleta de coragéo, rim, Coleta de gorduras para
obesidade Separagdodeninhada Vitamina C Cardiaca para coleta para punchde figado e aorta parametros corporais
50 mg/kg de sangue - NO RVLM

Nascimento Anestesia Eutanasia

Dia 0

Figura 10. Esquema do protocolo de tratamento com vitamina C em ratos CTR e MSG.
Ratos receberam inje¢Bes subcutaneas de glutamato monossédico para inducdo da obesidade ou
veiculo do 1° ao 5° dia pds natal. Aos 21 dias foi realizado o desmame e a partir do 69° dia receberam
tratamento ou ndo com vitamina C por gavagem durante 21 dias. Aos 90 dias os ratos foram
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anestesiados para realizar a coleta de sangue por puncéo cardiaca. Em seguida foram eutanasiados
com sobredose de anestésico e coletado cérebro para o perfil oxidativo e coracao, rim, figado e aorta
para realizar dosagem de NO. Para compor os parametros de obesidade foram pesados as tecido
adiposo retroperitoneal e perigonadal. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.

7.6 MARCACAO E HISTOLOGIA DO CEREBRO

AplOs o protocolo de microinjecdo ter acabado e o0s animais tendo sido
submetidos a eutanasia com sobredose de anestésico, os sitios de microinjecao foram
marcados com solucdo de Azul de Evans 2% com volume de 100 nanolitros (nl). Em
seguida, os cérebros foram retirados e colocados em formalina 10% para posterior
realizacdo dos cortes histoldgicos. Foram realizados cortes de 40 um em criostato de
congelamento (Leica), posicionados e fixados em lamina de vidro e corados pela
técnica de vermelho neutro 1%. Os cortes foram analisados com microscopio 6tico
para confirmar a regiao de microinjecdo. Para o estudo foram considerados somente

0S ratos que tiveram a regido RVLM marcadas.

7.7 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Coleta de “punchs” da area RVLM. Para avaliar os parametros antioxidante e
pré-oxidante ratos CTR e MSG que nao foram submetidos ao implante de canulas
guia na RVLM foram anestesiados e realizado a perfusdo do cérebro com KCL 1,15%
através da perfusdo transcardiaca usando uma bomba peristaltica na velocidade de
10 mL/min com 200 ml de KCL gelado. Ap6s o término, os cérebros foram retirados e
armazenados no freezer -80 até completar o periodo da coleta. Apés a coleta foi
realizado punchs bilaterais da area RVLM que foram obtidos através de cortes
seccionais do bulbo (obex rostral, 1000-1200 um de espessura) de acordo com
(RAQUEL et al.,, 2016) e armazenados novamente no freezer -80 para posterior

analise dos ensaios oxidativos.
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Ensaios oxidativos avaliados. As analises realizadas neste trabalho foram a
determinacdo da capacidade antioxidante total através da habilidade da molécula
antioxidante de reduzir o cation ABTS, habilidade do tecido reduzir o ion ferro foi
avaliada pelo ensaio FRAP. O ensaio NBT avaliou a producdo do anion superoxido e
0 ensaio T-BARS avaliou a peroxidacgao lipidica que foi determinada pelos niveis de
substancias reativas ao &cido tiobarbitirico. A seguir estda descrita de forma
sintetizada a metodologia utilizada em cada um desses ensaios.

Ensaio de FRAP. Capacidade antioxidante de reduzir o ion ferro nas amostras.
As amostras foram homogeneizadas em solugdo de KCI e centrifugadas (4°C por 10
minutos). A aliquota dos sobrenadantes foram reativados com reagente FRAP,
composto por cloreto férrico (20mM) e 2,4,6 — tripiridil-s-diazina (TPTZ, 10mM) em
tampao acetato (0,3 mM, pH 3,6). Depois de 15 minutos incubando foi lido em
absorbancia de 595nm. A habilidade de reduzir &nion ferro do tecido foi relacionada
com a curva padrao Trolox (0,4 — 400 nmol) (FATTORI et al., 2017b). Os resultados
foram expressos em Trolox (nmol) por miligrama de proteina.

Ensaio de ABTS. A propriedade de consumir o radical livre das amostras foi
determinado pelo método ABTS (radical 2,2’azinobis- (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid)). As amostras foram homogeneizadas em solugéo de KCI (1,15%) e
centrifugadas (0,29, 4°C por 10 minutos). O sobrenadante foi retirado e diluido na
solucdo ABTS (7mM em persulfato de potassio) e a absorbancia foi medida em
(730nm) depois de 15 minutos de incubacao de acordo com [7]. Os resultados foram
expressos em Trolox (nmol) por miligrama de proteina.

Ensaio de NBT. Avaliacdo da capacidade de reducdo do anio superéxido pelo
reagent NBT (nitroblue tetrazolium dye). As amostras foram homogeneizadas em

solugéo de KCL (1,15%). O sobrenadante foi retirado e incubado com 100 pl de NBT
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em placas com 96 pocos por 1h a 37°C. O sobrenadante foi retirado e reduzido a uma
solugcéao de formazan pela adicdo de 120 pl de 2 M KOH and 140 ul de DMSO. A
reducdo do NBT foi lida pela absorbancia de 600nm de acordo com (FATTORI et al.,
2015). Os dados foram expressos em OD/mg de tecido.

Ensaio de T-BARS. A peroxidacao lipidica has amostras foi determinada pelas
substancias reativas ao acido tiobarbitlrico — TBARS mensuradas pela quantidade de
malondialdeido (MDA) presente nas amostras. Para esse ensaio foi adicionado acido
tricloroacético (10%) no homogenato para precipitar as proteinas seguido por
centrifugacdo (1,000xg, 4°C, 3minutos). O sobrenadante livre de proteinas foi
separado e adicionado acido tiobarbittrico (0,67%). A mistura foi mantida em banho
maria (15 minutos, 100°C). Malondialdeido (MDA), produto intermediario da
peroxidacao lipidica, foi determinado pelas absorbancias 535 e 572 nm pela leitora de

microplacas como descrito previamente (FATTORI et al., 2017a).

7.8 DOSAGEM DE NITRITO (OXIDO NITRICO)

A dosagem de NO pela concentracdo indireta de nitrito foi baseada no mesmo
protocolo do estudo 1 (se¢do 4.8). Os 6rgaos analisados para este protocolo foram

coracao, rim, figado, aorta e plasma.

7.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa
estatistico Prisma® (GraphPad®, San Diego, CA). Foi realizada andlise exploratéria de
cada variavel avaliando a normalidade da distribuicdo com teste Kolmogorov-Smirnov
e a homogeneidade através do teste de Bartlett. Para dados que apresentaram
variancia normal e homogeneidade nas variancias foi utilizado analise paramétrica

com ANOVA One-Way com pos teste de Tukey para comparagao entre 4 grupos e
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teste t-student para comparagdes entre dois grupos e os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). Para dados néo paramétricos foi utilizado
teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis seguido do pos teste de Dunn e os dados
foram expressos como mediana + 25% e 75% interquartis. Em todas as analises o

nivel de significancia considerado foi p< 0,05.
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8. RESULTADOS

8.1 CARACTERIZACAO DA OBESIDADE INDUZIDA POR GLUTAMATO

MONOSSODICO — MSG

O tratamento subcutadneo com glutamato monossédico realizado do 1° ao 5° dia
de vida dos filhotes de ratos induziu o desenvolvimento da obesidade neuroenddcrina
na fase adulta (90 dias) observado no grupo MSG, o qual apresentou menor massa
corporal (CTR=365t5 vs MSG=277+5*, figura 11A), menor comprimento nasoanal
(CTR=23+0,2 vs MSG=13+0,3*) (Figura 11B), aumento do tecido adiposo
retroperitoneal (CTR=3+0,2 vs MSG=5x0,3*, figura 11C) e perigonadal (CTR=3+0,1
vs MSG=5%0,2*, figura 11D) e aumento do indice de Lee (CTR=30%0,3 vs
MSG=35+0,4*, figura 11E) quando comparado ao grupo CTR. Todos os dados foram

expressos como média + EPM, *p<0,05, CTR n=16, MSG n=15.
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Figura 11. Caracterizacdo da obesidade. Caracterizacdo da obesidade aos 90 dias induzida
pela administra¢@o subcutanea de glutamato monossédico ou veiculo do 1° ao 5° dia de vida em ratos
Wistar. (A) Massa corporal; (B) Comprimento nasoanal; (C) Gordura perigonadal; (D) Gordura
retroperitoneal; (E) indice de Lee. Valores expressos como média + EPM; Teste t-student, *p<0,05.
CTR n=16; MSG n=15. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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8.2 PARAMETROS BASAIS DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA E FREQUENCIA

CARDIACA

Aos 90 dias de vida, os ratos foram submetidos ao protocolo experimental. Na
avaliacdo dos parametros cardiovasculares as medidas da pressao arterial média e
frequéncia cardiaca foram obtidas de forma direta através de um cateter inserido na
artéria femoral. O periodo basal utilizado para andlise foi entre 20-30 minutos de
registro estavel.

Animais MSG quando comparados ao CTR apresentaram aumento da PAM
(CTR=108+2 vs MSG=116+2 mmHg*, figura 12A) e aumento da FC (CTR=338+7 vs
MSG=372+11 bpm*, figura 12B). Dados expressos como média £+ EPM, * p< 0,05,

CTR n=16, MSG n=15.



78

1 CTR
140- mm VISG

120+
100+
80-
60-
40-
204

PAM (mmHg)

500-

400

300-

200-

FC (bpm)

100+

Figura 12. Parametros cardiovasculares. Valores basais da pressdo arterial média (A) e
frequéncia cardiaca (B) de ratos controle (CTR) e com obesidade (MSG). Valores expressos como
meédia + EPM; Teste t-student, *p<0,05. CTR, n=16; MSG, n=15. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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8.3 CONFIRMACAO DA REGIAO DE MICROINJECAO NA AREA RVLM

Para nos certificar que as substancias foram administradas na area RVLM foram
realizados cortes histolégicos de 40 um da regido do bulbo para montagem de laminas
e coloracdo (vermelho neutro) para a confirmacdo da microinjecdo na area RVLM
como mostrado na figura 13, com a marcagéo unilateral do sitio de microinjecédo. Os

animais que ndo apresentaram este padrdo de marcagdo foram desconsiderados

deste estudo.

Figura 13. Corte histolégico e diagrama daregido bulbar. Corte realizado por micrétomo com
cortes histoldgicos de 40um. A foto foi obtida através de uma lupa com aumento de 1,5x (500um). A
parte esquerda representa a marcacao do sitio central de microinjecao na RVLM. Na parte direita
representa a localizacdo no atlas de Paxinos. NA: Nicleo Ambiguo; RVLM: &rea rostroventrolateral do
bulbo. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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8.4 MICROINJECAO UNILATERAL DE SALINA, L-GLUTAMATO E VITAMINA C

NA AREA RVLM

ApoOs o periodo basal de registro dos parametros cardiovasculares os animais
foram submetidos a microinjecdo unilateral diretamente na area RVLM das
respectivas substancias:

Salina estéril. Apés a microinjecdo do veiculo (salina) ndo apresentou
diferencas estatisticas entre os grupos (2+0.5 vs 2+1, figura 14A) assim como na
frequéncia cardiaca (CTR=-6+7 vs MSG=-16%7, figura 14B). Teste t-Student. Valores

expressos como média + EPM, *p<0,05. CTR n=5, MSG n=5.
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Figura 14. Efeitos da microinjecao de salina na area RVLM. Microinjecdo unilateral de salina
estéril (100nl) e seu efeito sobre a variagéo da (A) presséao arterial média (PAM), (B) frequéncia cardiaca
(FC) e (C) tracado tipico de ratos controle (CTR) e com obesidade (MSG) ndo anestesiados. Teste t-
Student. Valores expressos como média = EPM, *p<0,05. CTR n=5, MSG n=5. Fonte: Fernanda N. C.
Lopes, 2021.
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L-glutamato. Apds a microinjecéo de L-glutamato foi observado um aumento na

variacdo da PAM de ambos os grupos, porém observamos um maior aumento no

grupo MSG (CTR=27%1 vs MSG=38%4*, figura 15A). Ao mesmo tempo foi observado

queda na frequéncia cardiaca em ambos 0s grupos mas sem diferencgas significantes

entre eles (CTR=-11+12 vs MSG=-23%£13, figura 15B). Teste t student. Valores

expressos como média + EPM, p<0,05. CTR n=5, MSG n=5.
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Figura 15. Efeitos da microinjecéo de L-glutamato na area RVLM. Microinjegdo unilateral de
L-glutamato (5nmol/100nl) e seu efeito na variagédo da (A) presséao arterial média (PAM), (B) frequéncia
cardiaca (FC) e (C) tracado tipico de ratos controle (CTR) e com obesidade (MSG) nao anestesiados.
Teste t-Student. Valores expressos como média + EPM, *p<0,05. CTR n=5, MSG n=5. Fonte: Fernanda

N. C. Lopes, 2021.



82

Vitamina C. Ap6s microinjecdo de vitamina C (figura 7A) houve aumento na
variacdo da pressao arterial média de ambos 0s grupos, porém no grupo MSG houve
uma menor variagdo em relacdo ao CTR (CTR=29%2 vs. MSG=20£3%*, figura 16A). Na
frequéncia cardiaca nao houve diferencas estatisticas (CTR=7+7 vs MSG=84+8, figura

16B). Teste t-Student Valores expressos como média = EPM, p<0,05. CTR n=6, MSG

n=s.
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Figura 16. Efeitos da microinjecdo de vitamina C na RVLM. Microinje¢do unilateral de
vitamina C (10nmol/100nl) na &rea RVLM e seus efeitos sobre os pardmetros da (A) pressao arterial
média (PAM), (B) frequéncia cardiaca (FC) e (C) tracado tipico dos ratos controle (CTR) e com
obesidade (MSG) ndo anestesiados. Teste t-Student. Valores expressos como média + EPM, *p<0,05.
CTR n=6, MSG n=5. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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8.5 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

O tratamento subcutaneo com glutamato monossoédico realizado do 1° ao 5° dia
de vida dos filhotes de ratos induziu o desenvolvimento da obesidade neuroendocrina
na fase adulta (90 dias) observado no grupo MSG apresentando menor massa
corporal (CTR=378+t5 vs MSG=309+10* figura 17A) e comprimento nasoanal
(CTR=24+0,2 vs MSG=20+0,4*, figura 17B) quando comparado ao CTR. Ratos MSG
também apresentaram aumento das tecido adiposo retroperitoneal (CTR=2+0,2 vs
MSG=4+0,4*, figura 17C) e perigonadal (CTR=2+0,1 vs MSG=4+0,4*, figura 17D) e
aumento do indice de Lee (CTR=30£0,2 vs MSG=34+0,3*, figura 17E). *p<0,05, teste

t Student e os valores estdo expressos como meédia £+ EPM. CTR n=9, MSG n=10.
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Figura 17. Caracterizacdo da obesidade induzida por glutamato monossédico — MSG.
Caracterizacdo da obesidade aos 90 dias induzida pela administracdo subcutdnea de glutamato
monossoédico ou veiculo do 1° ao 5° dia de vida em ratos Wistar. Massa corporal (A); Comprimento
nasoanal (B); Gordura perigonadal (C); Gordura retroperitoneal (D); indice de Lee (E). *p<0,05, Teste
t-Student e os valores séo expressos como média £+ EPM, CTR n=9, MSG n=10. Fonte: Fernanda N.
C. Lopes, 2021.
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A avaliacdo da capacidade oxidante e antioxidante foi realizada através dos
ensaios de Abts que avalia a capacidade antioxidante total através da neutralizacéo
do radical cation ABTS* e Frap que tem a capacidade de reduzir o ion ferro, Nbt que
avalia a producao do anion superoxido e T-bars que avalia a peroxidacao lipidica pela
concentracéo de tiobarbituricos. Dessa forma, os dois primeiros testes representam a
capacidade antioxidante e os dois Ultimos a capacidade pré-oxidante na area RVLM
e nos 0rgaos coracao, rim e adrenal.

RVLM. Na avaliacéo do tecido cerebral da area RVLM o ensaio Abts ndo mostrou
diferencas estatisticas (figura 11A) porém os ensaios pré-oxidantes: Nbt (CTR=1+0,2
vs MSG=310.4*, figura 18B) e T-bars (CTR=0,2+0,07 vs MSG=0,4+0,04*, figura 18C)
no grupo MSG mostraram-se aumentados em comparagdo aos respectivos CTR.

Teste t-Student. Valores expressos como média + EPM, p<0,05, n=6-10 ratos por

grupo.
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Figura 18. Efeitos da obesidade no estresse oxidativo na area RVLM. Parametro antioxidante
expresso pela andlise de (A) Abts e pro-oxidantes expressos pelos ensaios de (B) Nbt e (C) T-bars. Os
ensaios foram realizados em ratos controle (CTR) e com obesidade (MSG). Teste t-Student. Valores
expressos como média = EPM, *p<0,05, n=6-10 ratos por grupo. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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Coracéo. Para o tecido cardiaco foi avaliado os ensaios de Frap (CTR=7+ 1 vs
MSG=6+ 0,6, figura 19A), Abts (CTR=144+14 vs MSG=14048, figura 19B), Nbt
(CTR=0,9+0,1 vs MSG=0,9+0,06, figura 19C) e T-bars (CTR=0,3+0,07 vs
MSG=0,3+£0,03, figura 19D). Nesse tecido nao foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos CTR e MSG. Os dados foram expressos

como média £ EPM, n=8-10 ratos por grupo.
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Figura 19. Efeitos da obesidade no estresse oxidativo no coracdo. Parametros antioxidantes
expressos pela andlise de FRAP e ABTS e pré-oxidantes expressos pelos ensaios de NBT e T-BARS.
Os ensaios foram realizados em ratos controle (CTR) e com obesidade (MSG). Teste t-Student. Valores
expressos como média + EPM, n=8-10 ratos por grupo. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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Rim. Neste tecido foi observado redugéo do Abts nos animais MSG (CTR=50%3
vs MSG=35+3*, figura 20B) e aumento na producdo do anion superoxido — Nbt
(CTR=0,8+0,1 vs MSG=1+0,09*%, figura 20C) em comparacdo ao grupo CTR. N&o
foram observadas diferencas estatisticas nos ensaios de FRAP (CTR=5+0,7 vs
MSG=4+0,5, figura 20A) e T-bars (CTR=0,06+0,01 vs MSG=0,05+0,02, figura 20D).

Os dados foram expressos como média + EPM, *p<0,05, n= 8-9 ratos por grupo.
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Figura 20. Efeitos da obesidade no estresse oxidativo no rim. ParAmetros antioxidantes
expressos pela analise de (A) FRAP e (B) ABTS e pré-oxidantes expressos pelos ensaios de (C) NBT
e (D) T-BARS. Os ensaios foram realizados em ratos controle (CTR) e com obesidade (MSG). Teste t-
Student. Valores expressos como média + EPM, *p<0,05. n= 9 ratos por grupo. Fonte: Fernanda N. C.
Lopes, 2021.
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Glandula adrenal. Neste tecido foi observado um aumento do NBT (CTR=0,7
0,7-0,9 vs MSG=1+0,9-2* figura 21C) e do T-BARS (CTR=0,01+0,01-0,01 vs.
MSG=0,4+0,3-0,5*, figura 21D) no grupo MSG em relacdo aos seus CTR. Nos
parametros de FRAP (CTR=19%18-27 vs MSG=24+17-44, figura 21A) e ABTS
(CTR=78+£720-97 vs MSG=103+86-135, figura 21B) nao foi observado diferencas
estatisticamente significantes em comparacdo ao grupo CTR. Os dados foram

expressos como mediana + 25% e 75% interquartis, *p<0,05. n=6-10 ratos por grupo.
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Figura 21. Efeitos da obesidade no estresse oxidativo na glandula adrenal. Pardmetros
antioxidantes expressos pela analise de (A) Abts e (B) Frap e pro-oxidantes expressos pelos ensaios
de (C) Nbt e (D) T-bars. Os ensaios foram realizados em ratos controle (CTR) e com obesidade (MSG).
Teste Mann-Whitney. Valores expressos como mediana + 25% e 75% interquartis, *p<0,05. n=6-10
ratos por grupo. Fonte: Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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8.6 TRATAMENTO CRONICO COM VITAMINA C

O tratamento subcutaneo com glutamato monossoédico realizado do 1° ao 5° dia
de vida dos filhotes de ratos induziu o desenvolvimento da obesidade neuroendocrina
na fase adulta (90 dias) observado no grupo MSG apresentando menor massa
corporal (Ctr agua=355+11 vs MSG agua=269+19*, figura 22A), e o tratamento crénico
com vit C ndo modificou esses parametros (CTR Vit C=358+21 vs MSG Vit C=262+9*,
figura 22A) qguando comparado aos respectivos grupos CTR. Os ratos MSG
apresentaram menor comprimento nasoanal (CTR=24+0,3 vs MSG=20£0,5*, figura
22B) e a vit C ndo alterou esses parametros (CTR Vit C=25+0,4 vs MSG Vit
C=20+0,4*, figura 22B) quando comparado ao CTR. Ratos MSG também
apresentaram aumento das tecido adiposo retroperitoneal (CTR dgua=3%0,4 vs MSG
agua=6+0,3*, figura 22C) no entanto ap0s tratamento com vit C a diferenca estatistica
desaparece quando comparado ao grupo CTR (CTR vit C=3%0,5 vs MSG vit C=4+0,4
figura 22C) e maior gordura perigonadal (CTR agua=3+0,2 vs MSG &agua=6z0,5*,
figura 22D) e o tratamento ndo promoveu mudancas neste padrao (CTR vit C=3+0,6
vs MSG vit C=5+0,4*, figura 22D) em relacdo ao CTR. Houve aumento do indice de
Lee (CTR agua=29+0,2 vs MSG agua=31+0,4*, figura 22E) e com o tratamento esse
padrao se manteve (CTR vit C=28+0,4 vs MSG vit C=31+0,5*%, figura 22E) em relacao
aos CTR. *p<0,05, Anova one way e pos teste de Tukey; Os valores sdo expressos

como média £ EPM, n=5-7 ratos por grupo.
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Figura 22. Caracterizagdo da obesidade induzida por glutamato monossédico — MSG.
Caracterizacdo da obesidade aos 90 dias induzida pela administracdo subcutédnea de glutamato
monossoédico ou veiculo do 1° ao 5° dia de vida em ratos Wistar. (A) Massa corporal; (B) Comprimento
nasoanal; (C) Gordura perigonadal; (D) Gordura retroperitoneal; (E) indice de Lee. *p<0,05, Anova one
way e os valores sdo expressos como média + EPM, n= 5-7 ratos por grupo. Fonte: Fernanda N. C.
Lopes, 2021.
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RVLM. Na avaliagéo do tecido cerebral da &rea RVLM apo6s o tratamento crénico
com vit C o grupo MSG apresentou maior aumento nas dosagens de Abts em relagéo
ao CTR vit C (CTR vit C=53+40-76 vs MSG vit C=116+100-157*, figura 23A). O ensaio
de Frap ndo mostrou diferencas estatisticas entre os grupos (figura 23B). Na dosagem
de Nbt o grupo MSG &agua apresentou maiores valores em relagdo ao CTR agua (CTR
agua=0,4+0,2 vs MSG agua=1,6+0,3*, figura 23C) e ap0s o tratamento o grupo MSG
vit C apresentou menor aumento em relagdo ao MSG agua (MSG agua=1,6+0,3 vs
MSG vit C=0,5£0,1*, figura 23C). Na avaliacdo do T-bars, o tratamento promoveu
reducdo das concentragdes no grupo MSG em comparacdo ao MSG agua (MSG
agua=0,23+0,07 vs MSG vit C=0,39+0,04*, figura 23D). Os dados foram expressos
como média + EPM para Nbt e Frap e mediana + 25% e 75% interquartis para Abts e

T-bars. P<0,05, n=5-7 ratos por grupo.



93

A ABTS B FRAP = CTR agua
o 200- N o 60 B8 CTRvitC
= | T
2 S T B MSG agua
o 1504 T & i
=]
2 gwm_ o MSGvitC
g S
x 100 x T
° S 20 e
Eosod [ .T = s
© e, ©
E : E
E E o
C NBT D T-Bars
3- o 0.5- *
* * T 1
T 1T 1 o
s g 0.4-
= 24
§ -.E_ 0.3+
= s
o
E oo |
o 17 o
(3] <
o 0.1
2 e
0 < g0 P

Figura 23. Efeito do tratamento crénico com vitamina C na area RVLM. Parametros
antioxidantes expressos pela analise de Abts (A) e Frap (B) e pré-oxidantes expressos pelos ensaios
de Nbt (C) e T-bars (D). Os ensaios foram realizados em ratos controle (CTR) e com obesidade (MSG)
tratados ou ndo com vitamina C. Anova One Way seguido pelo pés teste de Tukey (figura B e C) e
Kruskal-Wallis seguido do pés teste de Dunn (figura A e D). Valores expressos como média + EPM
para Nbt e Frap e médiana + 25% e 75% interquartis para Abts e T-bars, n=5-7 ratos por grupo. Fonte:
Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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8.7 DOSAGEM DE NO - QUANTIFICACAO DE NITRITO

A quantificacdo de nitrito apds tratamento crénico com vitamina C em érgéaos de
ratos CTR e MSG mostrou que no coracdo, apos o tratamento com vitamina C o grupo
MSG apresentou maior aumento de nitrito em relacdo ao MSG agua (MSG agua=22+2
vs MSG Vit C=28+3*, figura 24A). Sem diferencas estatisticas para o figado (figura
24B), rim (figura 17C), plasma (figura 24D) e aorta (figura 24E) * Os dados numéricos

estdo apresentados no apéndice 1, tabela 8.
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Figura 24. Efeitos do tratamento crénico com vitamina C nas concentra¢cdes de nitrito em
orgaos de ratos controle (CTR) e com obesidade (MSG). (A) coracao, (B) figado, (C) rim, (D) plasma
e (E) aorta. Anova One Way seguido pds teste de Tukey, *p<0,05, n=5-7 ratos por grupo. Fonte:
Fernanda N. C. Lopes, 2021.
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9. DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos os efeitos da obesidade MSG em ratos adultos
sobre o perfil oxidativo em oOrgaos, assim como os efeitos funcionais no controle
cardiovascular pelo neurotransmissor glutamato e pela vitamina C, um antioxidante.
Os principais resultados obtidos através deste estudo foram: 1) Ratos que receberam
glutamato monossodico na fase neonatal desenvolveram obesidade indicada pelo
aumento do indice de Lee e das tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal e apos
tratamento com vit C o grupo MSG apresentou menos gordura retroperitoneal; 2)
Ratos obesos apresentaram maior aumento na resposta pressorica ao L-glutamato na
area RVLM em relacdo ao CTR; 3) Ratos obesos apresentaram menor resposta
pressora a microinjecéo da vitamina C na RVLM em relacdo ao CTR; 4) Na dosagem
do balanc¢o oxidativo nos 6rgaos, foi observado aumento do estresse oxidativo na area
RVLM, no rim e na adrenal, sem alteracdes observadas no coracédo; 5) O tratamento
com vit C na area RVLM promoveu reducédo dos marcadores pré-oxidantes do grupo
MSG vit C em relacdo ao MSG agua além de melhorar a resposta antioxidante em
relacdo ao CTR vit C; 6) Na dosagem de NO o tratamento com vit C promoveu
aumento da concentracdo de nitrito no coracdo de ratos MSG vit C em relagédo ao
MSG éagua. Dessa forma, a hipertensdo desenvolvida pelos ratos MSG pode ser
devido, em parte, pela maior ativacdo dos neurdnios glutamatérgicos da RVLM, e essa
resposta pode ser decorrente do fato da area apresentar maior estresse oxidativo,
sendo este atenuado pelo tratamento agudo (local) e crénico com vitamina C.

O modelo experimental de obesidade foi comprovado pelo calculo do indice de
Lee e pelo aumento das tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal. Esta bem
consolidado na literatura que o modelo de obesidade induzida por glutamato

apresenta parametros metabdlicos alterados, pois o glutamato é um aminoacido
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neuroexcitatorio quando administrado em altas doses (HIRATA et al., 1997; KIZER;
NEMEROFF; YOUNGBLOOD, 1977) e no periodo neonatal ele atravessa a barreira
hematoencefélica que ainda ndo esta completamente formada, lesando regides
hipotalamicas, principalmente o nucleo arqueado do hipotalamo (ARC) (OLNEY,
1969) que possui importante papel no controle do metabolismo. Com a lesédo no ARC,
ocorre baixa liberacdo do hormonio do crescimento levando ao baixo desenvolvimento
corporal, acumulo de gordura abdominal pela queda na taxa metabdlica, atrofia da
glandula pituitaria, gbnadas e nervo Optico além de desequilibrio na sinalizacdo de
insulina e leptina (DAWSON et al., 1997; DOLNIKOFF et al., 2001; MACHO et al.,
2000; MALETINSKA et al., 2006; PERELLO et al., 2009). Embora de origem diferente,
muitas dessas alteracdes tém sido encontradas na sindrome metabdlica (FINGERET;
MARQUES-VIDAL; VOLLENWEIDER, 2018; GRUNDY et al., 2004, LI; LI; LIU, 2013).

Os ratos MSG apresentaram aumento da PAM basal e FC em relacdo aos
animais CTR, dados que corroboram com estudos anteriores utilizando esse mesmo
modelo (VOLTERA et al., 2008); ou aumento da PAM porém sem alteracdes na FC
em ratos (DA CUNHA et al., 2014, 2017; KONRAD et al., 2012) e camundongos
(LUCCHETTI et al.,, 2019). Ainda é desconhecido a origem da hipertensao
desenvolvida por este modelo de obesidade, porém estudos mostram que ratos MSG
possuem aumento da atividade simpatica renal (DA SILVA MATTOS et al., 2012)
balanco autonémico, sensibilidade barorreflexa alterada (KARLEN-AMARANTE et al.,
2012; KONRAD et al., 2012), e aumento do estresse oxidativo plasmatico e vascular
(CUNHA et al., 2010; DA CUNHA et al., 2014). No entanto, nenhum estudo até o
momento, utilizando esse modelo de obesidade avaliou as altera¢des na area RVLM,

que € o local de saida central das projecdes para o sistema simpatico.
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Além da obesidade, o modelo utilizado neste estudo também apresenta
resisténcia a insulina e dislipidemias (DE MELLO et al., 2001; HIRATA et al., 1997),
caracterizando o estado de sindrome metabdlica. Em adi¢do, tem sido relatado
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), contribuindo para a
manutenc¢ao do estado cronico de baixo grau de inflamacéo (XU et al., 2017). Um dos
mecanismos que podem iniciar o processo inflamatério € a producdo de ERO ou ERN
ou mesmo radicais livres que sdo moléculas que possuem um elétron
desemparelhado na sua composicdo se tornando instavel e muito reativas
(NONHEBEL; WALTON, 1974; SIES, 2015).

A RVLM é uma area bulbar responséavel pela regulacdo da atividade nervosa
simpatica e da presséo arterial. O L-glutamato € um neurotransmissor, entre outros,
responsavel pela excitabilidade dos neurdnios dessa area. Quando realizada injecbes
de L-glutamato na RVLM observa-se um aumento da descarga neuronal contribuindo
para o aumento da atividade simpatica e da PA (GUYENET, 2006). Em animais
anestesiados ou acordados, a administracdo de glutamato na RVLM sempre eleva a
pressdo arterial (HUBER; SCHREIHOFER, 2016; MARTINS-PINGE; BARALDI-
PASSY; LOPES, 1997; RAQUEL et al., 2016).

A literatura mostra que uma das possibilidades do aumento da pressao arterial
em animais com obesidade é pelo aumento da atividade simpatica dos neurénios da
area RVLM. Stocker e colaboradores (2007) foi o primeiro estudo a mostrar esta
relacdo em ratos obesos hipertensos (STOCKER; MEADOR; ADAMS, 2007) seguido
por outros autores que também evidenciaram aumento da atividade neuronal na
RVLM em outros modelos experimentais de obesidade (HUBER; SCHREIHOFER,
2011), hipertensao renovascular (2K-1C) (OLIVEIRA-SALES et al., 2008, 2009) e em

ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (NISHIHARA et al., 2012).
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O trabalho da Huber e colaboradores (2016) mostrou um aumento da resposta
glutamatérgica na RVLM de ratos Zucker (com obesidade e hipertensdo moderada)
levando ao aumento da PAM e da atividade nervosa renal sem diferengas na FC. Os
autores sugerem que o aumento do simpatico ndo é consequéncia somente de
alteracOes barorreflexas mas inclui aumento da ativacdo da RVLM pelo glutamato
(HUBER; SCHREIHOFER, 2016).

No presente estudo foi observado que o grupo MSG apresentou maior resposta
pressorica ao L-glu em comparacdo ao grupo CTR e sem diferencas estatisticas na
FC. A partir desses resultados podemos sugerir um aumento da atividade simpéatica
dos ratos MSG envolvendo a atividade dos neur6nios glutamatérgicos da RVLM. Esse
resultado pode ser devido ao fato da area RVLM apresentar maior estresse oxidativo,
como comprovado posteriormente pelos resultados da quantificacdo de NBT e TBARS
na RVLM que se mostraram aumentados em relagcdo ao grupo CTR e estdo em
concordancia com outros estudos realizados mostrando que ratos com obesidade
e/ou com sindrome metabdlica possuem aumento de estresse oxidativo em areas
centrais responsaveis pelo controle cardiovascular (LU et al., 2018; WU et al., 2014).

Trabalhos mostraram que a presenca de estresse oxidativo na RVLM aumentou
a ativagcdo simpdtica, através da observagdo da queda na atividade nervosa simpatica
e pressao arterial quando administrado SOD (superdxido dismutase) na RVLM em
porcos (ZANZINGER; CZACHURSKI, 2000), tempol, em ratas com pré eclampsia
(YAN et al., 2017) e em ratos hipertensos renovascular (2K-1C) (OLIVEIRA-SALES et
al., 2009). Além disso, foi demonstrado que o estresse oxidativo aumenta a resposta
glutamatérgica e reduz a resposta gabaérgica em ratos espontaneamente hipertensos

(NISHIHARA et al., 2012).
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O estresse oxidativo tem sido implicado como sendo um mediador da
hipertenséo, sendo que a maioria dos estudos em individuos que tém pressao arterial
mais baixa também tém maiores niveis de antioxidantes enddégenos, como vitaminas
E e C (KUWABARA et al, 2014). O estresse oxidativo € definido como um
desequilibrio entre a producdo de ERO e antioxidantes. As ERO sdo produzidas
naturalmente pela producao de energia mitocondrial, mas também por enzimas como
NADPH oxidase e xantina oxidase, bem como interacbes com outros oxidantes
(CHAN; CHAN, 2019). Na RVLM de ratos hipertensos SHR (CHAN et al., 2009; KOGA
et al., 2008) as expressdes génicas e proteicas das subunidades da NADPH oxidase
sdo reguladas positivamente, juntamente com a atividade enzimatica aumentada de
NADPH oxidase na RVLM de animais SHR (HIROOKA et al., 2010; KISHI et al., 2010;
PETERSON; SHARMA; DAVISSON, 2006). Gene knock down das subunidades
gp91phox, p22phox e p47phox da NADPH oxidase na RVLM (CHAN et al., 2009,
2010; HIROOKA, 2008b; NOZOE et al., 2008) enfraquece o fluxo vasomotor simpatico
e promove normotensdo em ratos SHR. Estes resultados indicam que a
hiperexcitacdo simpatica na hipertensdo neurogénica € atribuivel a producéo
aumentada de ERO geradas pela NADPH oxidase pela ativacao da angiotensina Il na
RVLM (CHAN; CHAN, 2019; HUBER; SCHREIHOFER, 2016). Por sua vez, estudos
tem demonstrado que o aumento de angiotensina |l parece ser responsavel por
aumentar a atividade da NADPH oxidase (LU et al., 2018; RECKELHOFF; ROMERO,;
YANES CARDOZO, 2019). Recentes estudos apontam que em animais hipertensos
a angiotensina Il aumentada agindo em seus receptores AT1 aumenta o estresse
oxidativo nos neurénios glutamatérgicos da RVLM (JIANG et al., 2019). Dessa forma,

embora ndo tenhamos dosado os niveis de angiotensina em nossos ratos, € possivel
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que ela esteja aumentada assim como foi observado no PVN de ratos obesos por
dieta alta em tecido adiposo (LU et al., 2018).

Considerando que os ratos MSG apresentaram maior responsividade ao L-
glutamato na RVLM e que este efeito poderia ser resultado do aumento do estresse
oxidativo, foi realizado a microinjecao de vitamina C na mesma regiao para avaliar sua
atividade em ratos CTR e MSG. A microinjecédo de vit C em ratos CTR promoveu
aumento na PAM e aumento na FC. Nos animais MSG foi observado um menor
aumento na PAM sem diferencas na FC quando comparado aos animais CTR. Nao
h& nenhum estudo até o presente momento que tenha realizado microinjecdes de vit
C na RVLM em ratos obesos ndo anestesiados. No entanto, Oliveira-Sales e
colaboradores (2008) realizaram um estudo que mostra um efeito hipotensor da vit C
na RVLM de animais hipertensos renovasculares porém sem efeito em ratos CTR
(OLIVEIRA-SALES et al., 2008). Lu e colaboradores (2018) também realizaram a
microinjecdo de scavenger de superoxido no PVN de ratos com obesidade e
observaram maior queda na PAM em relacdo ao CTR (LU et al., 2018).

Embora ainda ndo seja conhecida a razdo para essas diferencas na alteracao
da PAM apds a microinjecéo de Vit C na RVLM, nosso estudo apresenta aspectos que
se distinguem em relacdo a estes trabalhos: nossos experimentos foram realizados
em animais ndo anestesiados e a microinjecdo de vit C na area RVLM foi unilateral,
além do fato de nossos animais terem passado por protocolos cirurgicos diferentes e
serem obesos. Os estudos com microinjecdes em animais ndo anestesiados tem
mostrado muitas vezes dados contrarios aos realizados em animais anestesiados e
na sua grande maioria as razfes para essas diferengas tem sido o uso da anestesia,

gue ja tem mostrado interferir na sensibilidade dos neurdnios do sistema nervoso
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central (BACHELARD; GARDINER; BENNETT, 1990; CARDOSO et al.,, 2006;
MARTINS-PINGE; BARALDI-PASSY; LOPES, 1997).

A vit C € um cofator essencial para a hidroxilagao e atua como um scavenger de
Oz, H202, OH" no organismo. O cérebro consome 20% de todo oxigénio corporal e
tem alta taxa metabolica se caracterizando como um tecido altamente oxidavel. Essa
circunstancia justifica a presenca de antioxidante neste local para manter o equilibrio
redox. No entanto, essa distribuicdo de antioxidantes ndo é homogénea apresentando
locais com maiores taxas de glutationa e outros com vit C (ascorbato). A habilidade
em ser um antioxidante da vit C € doar elétrons do segundo e terceiro carbono da sua
estrutura (PADAYATTY; LEVINE, 2016). Todavia, a vit C também pode se tornar um
agente pro-oxidante na presenca de metais livres. Estudo realizado por Kang e
colaboradores (1998) mostrou que se administrado vit C antes da inducéo de estresse
oxidativo nos pulmdes de ratos ela promovia efeito protetivo ao tecido e quando
administrado vit C depois de 1 hora ap6s a inducédo houve aumento de etano exalado
e das lesBes pulmonares. Dessa forma, os autores concluem que houve interacédo da
vit C com os metais livres causados pela lesdo (KANG; JANG; PARK, 1998). Outro
aspecto interessante observado foi que diferentes doses de vit C em condi¢cdes de
estresse oxidativo promove um papel antioxidante e quando administrado mesmo que
baixas doses em um local em equilibrio redox, ela atua como pro-oxidante
(FIGUEROA-MENDEZ; RIVAS-ARANCIBIA, 2015).

Extrapolando para nossos experimentos, talvez a vit C no rato CTR tenha tido
um aspecto mais pré-oxidante pois o local estaria em equilibrio redox e no rato MSG
gue apresentou aumento nos fatores pro-oxidantes, evidenciado no perfil oxidativo
aumentado de NBT e T-bars em relacdo ao CTR, a vit C teve mais um papel de

scavenger de ERO do que pré-oxidante, promovendo menor efeito na PAM.



103

Consideradas as possiveis distin¢gdes, o padréo da resposta da vitamina C no
nosso trabalho foi reduzir o aumento da PAM nos ratos MSG sugerindo uma possivel
reducdo dos componentes oxidativos que mantinham uma maior ativacao da resposta
excitatoria na &rea RVLM como observado com a microinjecdo de L-glu.

Em relagdo ao balanco oxidativo em outros tecidos periféricos relacionados ao
sistema cardiovascular foi observado no rim a reducdo na capacidade antioxidante
mostrada pelo ABTS além de aumento no NBT que € um marcador pré-oxidante. Esse
aumento do estresse oxidativo pode ser pela influéncia do aumento do tecido adiposo
que mantem o organismo em estado inflamatorio e desequilibrio redox aumentando
producdo de ROS como observado em ratos Zucker (RAZA; JOHN; HOWARTH, 2015;
SHARMA, 2016) além disso, os adipécitos expressam angiotensinogénio gerando
aumento da producéo de ang Il contribuindo para alteracdes renais (THATCHER et
al., 2009). Obesidade e SM associada com DCV pode levar ao desenvolvimento de
lesBes renais com provavel desenvolvimento de doenca renal cronica a longo prazo
(GUARNIERI et al., 2010). A adrenal também apresenta o perfil oxidativo em
desequilibrio com maior presenca de fatores pré-oxidantes que pode estar relacionado
ao fato da obesidade promover alteracdo no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal,
aumentar a liberacdo de catecolaminas pelo cortex da adrenal e elevar a circulacao
de aldosterona (KARGI; IACOBELLIS, 2014). Nos ratos MSG j& existe a observacao
de que apresentam maior producao de corticosterona (STERMAN DOLNIKOFF et al.,
1988) que contribuem para maior ativacdo do sistema simpético . No entanto, no
coracdo ndo observamos alterages oxidativas. E possivel que outros mecanismos
contribuam para elevar a FC nesse modelo de obesidade.

O tratamento crénico com vit C durante 21 dias ndo promoveu mudancas na

composicao corporal dos ratos MSG exceto na gordura retroperitoneal fazendo com
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que a diferenca estatistica desaparecesse entre MSG e CTR mas nédo ao ponto de
tornar-se diferente do grupo MSG &gua. Como o antioxidante reduz o estresse
oxidativo, é possivel que a vit C possa ter reduzido ERO e com isso possibilitou maior
formacéao de NO pela eNOS pois a ERO aumenta o desacomplamento dessa enzima
impedindo a formagao de NO e com o aumento da atividade da eNOS ela aumenta a
atividade metabdlica do tecido adiposo favorecendo sua reducao (SANSBURY et al.,
2012).

No perfil antioxidante na RVLM a vitamina C promoveu maiores concentracdes
no grupo MSG vit C em relagdo ao CTR vit C sugerindo uma maior efetividade nos
animais obesos em relacdo a restauracdo das reservas antioxidantes, mesmo néo
apresentando diferengas significantes antes do tratamento.

O tratamento com vit C mostrou-se eficaz para reduzir os componentes pro-
oxidativos na area RVLM de ratos MSG sugerindo um possivel efeito central através
da administracdo periférica. A vit C tem dificuldade em atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) e estudo mostrou que somente 0,4% da infusdo de vit C
consegue atravessar a BHE apdés um tempo de 30 minutos (AGUS et al., 1997). No
entanto, a forma oxidada que se apresenta como acido dehidroascorbico consegue
atravessar a BHE com maior facilidade através dos transportadores GLUT-1 e se fixa
ao tecido cerebral na conformacdo de vit C (FIGUEROA-MENDEZ; RIVAS-
ARANCIBIA, 2015). Devido ao tempo de tratamento do nosso trabalho ter sido por 21
dias, pode ter possibilitado essa passagem da vitamina C para o0 sistema nervoso
central e alcangcado a RVLM promovendo todos os efeitos observados.

Neste estudo também foi avaliado a concentracdo de nitrito nos 6rgaos e plasma
dos animais tratados com vit C. O tratamento promoveu aumento da concentracao de

nitrito somente no coracao de ratos MSG vit C em relagdo ao MSG agua. Apesar dos
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nossos dados ndo mostrar diferencas entre CTR dgua e MSG agua e corroborar com
dados em camundongos realizados pelo nosso grupo que também ndo mostrou
diferencas estatisticas do nitrito no coracdo (LUCCHETTI et al., 2019), dados
anteriores do Nnosso grupo mostraram que ratos com obesidade MSG apresentaram
aumento da expressédo da iNOS no tecido cardiaco (DA CUNHA et al., 2017). Artigos
trazem que na obesidade MSG ha um aumento da producéo de ERO que favorece o
desacoplamento das isoformas da NOS, principalmente a eNOS causando maior
vasoconstricdo endotelial contribuindo para a manutencdo da hipertenséo
(HERNANDEZ BAUTISTA et al., 2019). Considerando que a vit C promove reduc&o
de ERO, nossos dados sugerem que a vit C foi eficaz em aumentar o nitrito no coracao
através da reducdo de ERO no local que por sua vez reduziu o desacoplamento das
isoformas permitindo mais formacdo de Oxido nitrico. No entanto, ndo podemos
afirmar qual a origem do NO neste local pois através da dosagem de nitrito ndo é
possivel especificar de qual isoforma ele provem.

Os demais 6rgaos, incluindo o plasma, ndo apresentaram diferencas estatisticas
antes do tratamento que corrobora com o estudo 1 desta tese e também compartilha
de alguns resultados do trabalho de Lucchetti e colaboradores (2019) que mostrou em
camundongos MSG que ndo houve diferencas estatisticas na dosagem de nitrito no
plasma e coragao (LUCCHETTI et al., 2019) em relag&o ao grupo CTR.

Dessa forma, concluimos que ratos MSG apresentam aumento no estresse
oxidativo na area RVLM e em o6rgaos periféricos como rim e adrenal e podem
contribuir para o aumento e manutencgao da hipertensédo. O tratamento antioxidante
com vit C de forma aguda e cronica foi eficaz para reduzir a PAM e cronicamente
administrada a vit C promoveu aumento da disponibilidade de nitrito no coracdo de

ratos MSG, mostrando que o tratamento com vit C pode ser eficaz quando utilizada
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em condi¢cdes em desequilibrio redox com preponderancia dos componentes proé-
oxidantes e que atua de forma indireta quando reduz ERO na biodisponibilidade da

enzima NOS que também possui papel essencial na fisiopatologia da hipertenséo.
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10. CONCLUSAO GERAL

Os achados deste trabalho permitem concluir que a suplementacdo com L-
arginina aumentou a oferta de NO para o organismo dos animais promovendo queda
da presséo arterial dos ratos CTR, e foi efetiva para reduzir o tecido adiposo em ratos
com obesidade. Além disso, a suplementacdo com L-arg promoveu a melhora nos
parametros autonémicos simpatico (queda) e parassimpatico (aumento) que podem,
a longo prazo, ser os responsaveis pela reversao da hipertensao pela diminuicdo da
atividade simpética.

Ratos MSG apresentam hipertensdo e possivelmente devido ao aumento da
atividade simpética na area RVLM como mostraram o0s resultados. Um dos
mecanismos que parece estar envolvido € o aumento do estresse oxidativo na area
RVLM e em o6rgaos periféricos como o rim e adrenal que influenciam no
desenvolvimento da hipertensdo. O tratamento crénico com a vitamina C foi eficaz
para reduzir o estresse oxidativo na RVLM bem como atenuar a resposta pressorica

a administracdo aguda diretamente na area RVLM.

No entanto, além da diminuicdo do NO e da presenca de estresse oxidativo,
outros mecanismos estédo envolvidos na fisiopatologia da hipertensdo em individuos

obesos, e terapias que visem restaurar essas alteragcdes devem ser investigadas.
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APENDICE A - LISTA DE DADOS ESTUDO 1.

1. Caracterizacao da obesidade

CTR4gua CTR L-arg MSG agua MSG L-arg

CTRé4gua CTR L-arg MSG &gua MSG L-arg

2,9 2,9 53 3,8 30,2 28,3 31,9 32,7
2,3 2,6 53 3,9 30,0 28,6 31,6 33,8
2,8 1,8 4,8 3,6 29,4 30,2 36,1 32,9
2,6 3,7 5,2 52 29,1 30,9 30,8 35,6
2,6 3,9 6,8 35 28,6 30,3 32,1 31,7
2,9 2,2 4,9 4,4 28,7 29,3 33,4 32,5
3,3 2,5 6,3 4,6 29,8 30,2 31,8 31,0
2,2 2,0 4,0 3,3 30,5 29,7 35,9 31,3
2,4 3,3 3,9 31,6 31,4 33,8
2,5 3,9 4,2 30,6 31,3 34,8
2,1 29,4
MEDIA 2,7 2,6 5,0 4,0 29,5 29,9 32,6 33,0
ERRO PADRAO 0,1 0,2 0,3 0,2 0,2 0,3 0,6 0,5

PESO COMPRIMENTO NASOANAL GORDURA RETROPERITONEAL
CTR4gua CTR L-arg MSG agua MSG L-arg CTRé4gua CTR L-arg MSG agua MSG L-arg CTR 4gua CTR L-arg MSG é&gua MSG L-arg

380 354 260 259 24 25 20 19,5 1,7 3,5 4,6 4,0
350 323 271 265 23,5 24 20,5 19 1,8 18 7,0 34
350 335 298 263 24 23 18,5 19,5 2,0 19 4,8 2,7
340 360 270 310 24 23 21 19 2,3 3,1 3,7 3,8
345 340 328 237 24,5 23 215 19,5 1,9 3,0 6,8 4,1
370 250 345 274 25 23,5 21 20 11 14 59 3,7
365 336 297 277 24 23 21 21 2,0 2,4 51 4,0
350 297 270 285 24 22,5 18 21 15 2,0 3,8 5,0
335 230 264 22 19,5 19 2,5 4,8 3,5
305 285 290 22 21 19 2,0 2,9 3,3

345 23 15
MEDIA 356,3 325,5 285,4 272,4 24,1 23,1 20,2 19,7 1,8 2,3 49 3,7
ERRO PADRAO 4,9 9,5 10,6 6,3 0,2 0,3 0,4 0,2 0,1 0,2 0,4 0,2

GORDURA PERIGONADAL INDICE DE LEE
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2. PRESSAO ARTERIAL MEDIA E FREQUENCIA CARDIACA.

Pressao arterial média
Ctr 4gua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg

Frequéncia cardiaca

Ctr dgua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg

106,8 88,9 115,5 112,9 308,0  409,4 424,1 515,9
105,6 89,8 112,6 1125 362,4  459,5 378,9 457,8
107,7  102,7 120,0 113,5 376,5 452,4 417,7 381,8
110,5 74,1 116,1 123,8 3814  428,6 401,0 421,6
97,7 102,2 131,5 115,7 4253 3674 456,0 4443
96,1 74,8 116,9 115,5 3954 4145 458,0 395,0
98,5 98,3 108,1 103,7 263,8 4312 359,1 440,8
1127 91,6 114,3 107,3 373,3 3424 327,7 3715
105,8 115,3 115,7 407,0 345,3 389,1
107,8 122,9 125,8 394,3 328,1 413,5
106,7 471,1
MEDIA 104,5 94,8 117,3 114,7 360,7  416,2 389,6 423,1
ERRO PADRAO 2,2 3,6 2,0 2,1 18,1 11,7 15,6 13,7
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3. VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA — PAS.

127

PAS Variancia PAS - LF PAS - VLF
Ctr agua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg Ctragua Ctr L-arg MSG 4gua MSG L-arg Ctragua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg
16,4 35,6 31,8 37,0 0,5 51 8,6 10,2 3,5 15,2 10,5 9,9
10,9 36,8 12,6 35,0 3,8 3,4 3,4 8,4 3,0 7,5 55 4,7
26,3 11,5 47,2 98,9 13,0 3,6 13,5 19,0 3,8 2,1 12,8 16,7
32,5 17,0 26,1 34,6 13,0 6,4 7,6 10,9 6,3 5,2 6,7 7,4
25,3 20,8 55,4 87,3 6,0 8,2 9,9 21,5 6,9 51 8,8 16,4
12,8 17,0 42,4 32,5 45 4,5 8,0 4,7 4,0 9,0 45 3,2
46,6 12,0 6,9 4,0 9,0 6,1
21,1 43,7 6,4 2,6 6,1 3,5
13,1 14,3 4,0 4,0 3,9 4,2
16,2 2,1 2,6
MEDIA 20,7 24,4 30,2 54,2 6,8 54 6,4 12,5 4,6 7,0 6,5 9,7
ERRO PADRAO 3,5 4,1 51 124 2,1 0,6 1,2 2,6 0,7 1,3 1,0 2,3




4. VVARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA — IP.

IP - Variancia IP-LF
Ctr dgua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg Ctragua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg
1,9 9,1 60,7 20,7 13,0 40,0 85,0 30,0
30,7 66,6 40,4 42,5 40,0 55,0 81,0 52,0
11,0 1,4 57,1 89,2 30,0 33,0 86,0 42,0
22,2 9,3 28,7 53,5 33,0 63,0 75,0 34,0
17,8 10,1 79,6 48,3 29,0 62,0 65,0 40,0
12,7 32,5 44,5 64,9 31,0 61,0 74,0 52,0
80,0 19,7 82,0 60,0
26,8 84,1 77,0 61,0
32,6 21,0 83,0 74,0
36,9 84,0
MEDIA 16,0 29,8 47,3 53,2 29,3 61,8 74,5 41,7
ERRO PADRAO 4,1 91 7,2 9,4 3,6 5,8 3,1 3,7
IP - HF IP - LF/HF
Ctr agua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg Ctragua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg
87,0 60,0 15,0 70,0 0,2 0,7 7,4 0,5
60,0 45,0 19,0 48,0 11 1,7 54 1,3
70,0 67,0 14,0 58,0 0,1 0,5 8,8 0,8
67,0 37,0 25,0 66,0 0,6 2,0 3,8 0,5
71,0 38,0 35,0 60,0 0,5 2,1 2,2 0,8
69,0 39,0 26,0 48,0 15 2,0 3,4 1,3
18,0 40,0 57 2,4
23,0 39,0 53 1,8
17,0 26,0 6,3 3,5
16,0 7,5
MEDIA 70,7 38,2 25,5 58,3 0,7 2,9 4,6 0,9
ERRO PADRAO 3,6 5,8 3,1 3,7 0,2 0,7 0,8 0,1
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5. BARORREFLEXO ESPONTANEO.
Bei total
Ctragua CtrlL-arg MSG agua MSG L-arg
0,08 0,03 0,20 0,04
0,08 0,14 0,14 0,17
0,08 0,02 0,21 0,31
0,10 0,20 0,22 0,08
0,13 0,13 0,09 0,05
0,08 0,09 0,18 0,22
0,09 0,19
0,15 0,14
0,18 0,17
0,13
MEDIA 0,09 0,11 0,17 0,14
RO PADR 0,01 0,02 0,01 0,04
Ganho up Ganho down Ganho total
Ctragua CtrL-arg MSG agua MSG L-arg Ctr agua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg Ctrdgua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg
0,64 0,25 0,85 0,72 1,29 0,34 0,83 0,54 1,07 0,29 0,84 0,64
0,70 0,52 1,41 0,77 1,29 0,44 0,99 0,54 1,52 0,48 1,24 0,67
0,62 0,19 0,86 1,42 0,75 0,15 0,62 0,86 0,69 0,17 0,75 1,10
0,70 0,43 0,67 1,04 0,68 0,43 0,60 0,86 0,69 0,43 0,63 0,97
0,41 0,49 0,30 0,64 0,47 0,33 0,28 0,70 0,43 0,43 0,29 0,67
0,69 0,44 0,35 1,79 0,93 0,54 0,37 0,99 0,48 0,36 1,80
0,53 0,54 0,54 0,66 0,54 0,59
0,68 0,94 0,73 0,79 0,71 0,87
0,71 0,87 0,93 1,12 0,85 1,00
0,67 1,73 1,25
MEDIA 0,63 0,47 0,75 1,06 0,90 0,49 0,80 0,72 0,90 0,49 0,78 0,97
RO PADR 0,05 0,06 0,10 0,19 0,14 0,08 0,13 0,06 0,16 0,07 0,10 0,18




6. DOSAGEM DE NITRITO

Coracédo Figado Rim
Ctragua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg Ctr agua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg Ctragua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg
0,85 0,95 1,34 1,40 0,98 0,97 1,98 1,73 1,59 2,16 1,35 1,39
0,77 0,69 1,30 1,47 0,80 1,27 1,71 1,22 2,47 1,30 1,07 1,48
1,09 0,82 1,17 1,64 0,91 0,88 1,49 1,19 1,74 1,49 1,32 1,57
1,88 0,49 1,54 1,52 1,11 1,52 1,44 1,16 2,67 1,13 1,08 1,88
1,15 1,78 1,85 1,59 1,41 2,29 1,16 1,22 1,11 2,25 1,15 1,30
1,49 1,46 1,69 1,40 1,10 2,55 1,53 1,38 1,41 2,87 1,23 1,47
1,22 1,58 1,50 0,22 1,18 1,26 1,89 1,10 2,72 1,01 1,35
1,94 1,60 0,71 1,65 1,32 1,71 1,98 1,38 1,25
1,09 1,30 1,75 1,36 1,74 1,09 1,09 1,45
1,69 1,34 1,63 1,62 1,26 1,60
MEDIA 1,20 1,06 1,52 1,48 0,91 1,57 1,49 1,45 1,73 1,89 1,19 1,47
ERRO PADRAO 0,17 0,17 0,09 0,04 0,12 0,17 0,08 0,09 0,24 0,22 0,05 0,06

Plasma Gordura Retroperitoneal Gordura perigonadal
Ctr 4gua Ctr L-arg MSG 4gua MSG L-arg Ctr 4gua Ctr L-arg MSG agua MSG L-arg Ctr 4gua Ctr L-arg MSG 4gua MSG L-arg
6,70 5,79 9,90 12,32 0,96 0,77 0,69 0,87 0,59 1,09 0,39 0,54
6,88 8,03 5,15 10,75 0,54 0,96 0,91 1,24 0,50 0,33 0,63 0,59
12,69 12,19 6,65 13,05 0,91 0,76 0,95 1,12 0,51 0,39 0,79 0,27
12,20 6,73 6,35 15,64 0,63 1,54 0,58 0,98 0,44 0,48 0,53 0,83
6,64 14,24 10,23 15,58 0,97 1,22 0,97 1,15 0,47 0,60 0,79 0,63
7,81 8,00 4,35 7,80 1,23 1,48 0,76 0,73 0,59 0,57 0,83 0,80
5,61 7,59 7,07 0,73 0,90 1,18 0,85 0,68 0,45 1,07 0,72
8,22 16,11 0,66 0,51 0,58 0,68 0,53 0,62
13,17 12,77
9,66
MEDIA 8,36 9,16 7,96 12,08 0,83 1,02 0,83 0,95 0,54 0,56 0,71 0,63
ERRO PADRAO 1,08 1,35 0,92 1,02 0,08 0,13 0,07 0,07 0,03 0,10 0,07 0,07
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7. CARACTERIZACAO DA OBESIDADE.
Massa corporal Comprimento nasoanal Gordura retroperitoneal Gordura perigonadal Indice de Lee

CTR MSG CTR MSG CTR MSG CTR MSG CTR MSG
365 260 22,0 18,5 4,2 4,1 3,3 4,6 32,5 34,5
360 255 24,0 18,5 2,4 3,8 2,6 4,9 29,6 34,3
360 310 23,5 19,0 2,3 4,8 2,1 51 30,3 35,6
370 280 24,0 21,0 3,2 54 3,7 6,0 29,9 31,2
375 276 24,5 20,0 3,7 53 3,1 4,7 29,4 32,6
365 245 23,5 21,5 1,2 3,7 2,1 4,3 30,4 34,8
353 300 25,0 20,0 2,3 39 2,8 4,9 31,4 34,9
346 265 23,5 19,0 2,5 3,0 2,9 3,5 30,5 35,7
358 287 22,5 20,5 2,5 5,0 2,7 4,5 30,2 35,2
366 254 23,0 18,0 2,1 3,4 3,0 3,9 29,8 35,2
355 290 23,5 18,5 2,3 3,7 2,1 6,2 30,1 35,8
399 269 24,0 18,0 3,0 6,2 2,1 5,0 30,7 35,9
365 280 23,5 21,0 4,1 59 2,8 4,9 30,4 31,2
404 300 25,5 18,0 2,3 55 3,1 6,7 29,0 37,2
320 289 23,5 18,5 2,5 6,5 3,9 5,0 29,1 35,7
378 22,0 2,9 2,9 32,9

MEDIA 3649 2773 23,6 19,3 2,7 4,7 2,8 5,0 30,4 34,6

ERRO PADRAO 49 4,9 0,2 0,3 0,2 0,3 0,1 0,2 0,3 0,4




8. PRESSAO ARTERIAL MEDIA E FREQUENCIA CARDIACA BASAL.

PAM FC
CTR  MSG CTR  MSG
104,641 129,264 324,166 476,916
99,5307 110,358 255,88 393,099
93,0248 101,254 358,457 300,537
107,827 138,508 344,846 327,889
111,168 110,82 400,119 357,074
114,289 114,471 329,128 375,874
108,353 111,066 354,062 336,467
109,967 117,915 345,685 337,316
115,852 111,317 356,31 353,394
99,7353 111,087 349,337 386,292
109,223 118,258 341,014 394,453
113,865 110,412 346,273 435,426
107,472 117,529 322,061 371,256
114,18 119,562 302,93 347,721
117,024 123,921 339,76 381,808
112,56 334,6
MEDIA 108,7 116,4 3378 3717
ERRO PADRAO 1,659 2,337 7,554 11,33
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9. DELTA PRESSAO ARTERIAL MEDIA E FREQUENCIA CARDIACA APOS MICROINJECAO DE SALINA, L-GLUTAMATO E

VITAMINA C.
Delta Presséo arterial média Delta Frequéncia cardiaca
CTR MSG CTR MSG
Salina Glu Vit C Salina Glu Vit C Salina Glu Vit C Salina Glu Vit C
18 25,1 29,6 0,6 40,3 13,6 -180  -341  -223 -252  -359 75
2,5 31,7 374 5,6 43,2 23,3 9,3 -28,8 4,2 -29,1 21,0 -15,3
-0,4 28,2 36,1 2,3 49,1 28,4 -5,2 31,4 33,5 10,1 -48,5 0,6
2,3 23,4 23,5 2,1 30,0 21,0 9,2 -23,2 7.8 -24,2  -43,0 29,7
2,4 25,7 21,7 -2,3 28,7 12,5 -23,2 -3,0 13,7 -105  -10,0 17,6
23,0 50
MEDIA 1,7 26,8 29,5 1,7 38,3 19,7 -5,6 -11,5 7,0 -158  -233 8,0
ERRO PADRAO 0,5 14 2,5 1,3 3,9 3,0 6,7 12,0 7,3 7,2 12,9 7,6
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10. CARACTERIZACAO DA OBESIDADE PARA O GRUPO DE ESTRESSE OXIDATIVO
Massa corporal Comprimento nasoanal Gordura retroperitoneal Gordura perigonadal indice de Lee

CTR MSG CTR MSG CTR MSG CTR MSG CTR MSG

357,0 284,0 23,0 19,0 1,6 2,9 13 2,9 30,8 34,6

400,0 2750 25,0 18,5 2,7 2,5 18 2,5 29,5 35,2

389,0 295,0 25,0 19,0 2,9 2,9 19 2,9 29,2 35,0

3950 322,0 24,5 19,0 2,9 4,5 18 4,5 29,9 36,1

3530 351,0 23,5 21,5 1,8 4,5 1,4 4,5 30,1 32,8

3770 3120 24,0 20,0 1,9 4,0 1,6 4,0 30,1 33,9

365,0  309,0 23,5 19,5 2,2 3,9 1,4 3,9 30,4 34,7

384,0  256,0 24,0 18,5 2,4 2,1 1,7 2,1 30,3 34,3

386,0  355,0 24,0 21,5 2,7 5,6 18 5,6 30,3 32,9

329,0 21,0 4,8 4,8 32,9

MEDIA 3784  308,8 24,1 19,8 2,3 3,8 1,6 3,8 30,1 34,2
ERRO PADRAO 5,6 10,1 0,2 0,4 0,2 0,4 0,1 0,4 0,2 0,3
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11. DOSAGEM DE ESTRESSE OXIDATIVO.

RVLM

ABTS NBT T-BARS
CTR MSG CTR MSG CTR MSG
181,65 133,12 0,81 1,54 0,08 0,33
239,00 153,12 0,41 2,56 0,03 0,25
158,58 202,61 1,23 4,79 0,25 0,53
113,23 119,98 1,84 4,49 0,22 0,53
92,31 130,30 1,67 3,98 0,28 0,46
151,37 146,27 2,02 2,81 0,50 0,45
1,65 0,18
1,89 0,34
1,90 0,41
MEDIA 156,00 147,60 1,33 2,85 0,23 0,39
ERRO PADRAO 21,18 1201 0,26 0,42 0,07 0,04




CORACAO

FRAP ABTS NBT T-BARS
CTR  MSG CTR  MSG CTR  MSG CTR  MSG
6,98 5,06 111,58 121,68 0,65 0,74 0,13 0,20
2,33 5,63 160,09 131,08 0,95 0,80 0,18 0,44
8,05 7,44 192,49 136,69 1,25 0,85 0,83 0,34
10,17 2,98 103,63 155,76 0,67 1,28 0,42 0,38
7,18 7,72 207,80 170,29 1,41 1,04 0,20 0,16
5,69 4,24 142,62 104,13 0,91 0,64 0,45 0,23
13,18 9,58 120,63 183,54 0,71 1,10 0,21 0,24
9,08 7,23 111,31 134,79 0,76 0,75 0,22 0,25
7,83 8,20 143,41 0,89 0,29 0,19

5,63 118,39 0,65

MEDIA 7,83 6,37 143,80 140,00 0,91 0,87 0,33 0,27
ERRO PADRAO 1,00 0,63 1400 7,66 0,10 0,07 0,07 0,03
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RIM
FRAP ABTS NBT T-BARS
CTR MSG CTR MSG CTR MSG CTR MSG
1,06 2,57 53,36 48,76 0,56 1,02 0,04 0,16
4,28 6,51 52,19 53,23 1,50 1,14 0,12 0,03
8,30 5,09 6582 31,29 0,67 1,17 0,05 0,05
5,64 5,06 47,94 38,89 0,99 1,03 0,04 0,10
6,25 4,12 47,28 32,78 0,73 1,13 0,07 -0,08
4,43 2,98 43,83 30,07 0,56 1,06 0,08 0,04
6,67 2,97 52,84 27,86 0,76 1,79 0,09 0,07
3,79 1,86 34,43 24,96 0,61 1,13 0,05 0,04
7,74 4,79 55,37 27,36 0,50 0,01 0,06
MEDIA 5,35 4,00 50,34 35,02 0,77 1,19 0,06 0,05
ERRO PADRAO 0,74 0,50 2,87 3,31 0,10 0,09 0,01 0,02
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ADRENAL
FRAP ABTS NBT T-BARS
CTR MSG CTR MSG CTR MSG CTR MSG
20,28 8,31 74,87 190,39 0,73 2,25 0,01 0,43
16,10 8,61 56,49 90,22 0,57 1,86 0,02 0,48
21,97 48,71 101,64 115,80 0,91 0,88 0,01 0,52
20,51 68,60 101,76 116,78 0,95 1,18 0,01 0,27
18,37 42,64 76,95 83,93 0,70 1,14 0,01 0,11
18,86 20,00 87,08 86,71 0,82 0,84 0,01 0,33
18,42 29,36 78,34 0,71 0,91 0,01 0,31
26,92 23,07 93,19 0,89 0,39
19,54 20,65 69,73 0,65
24,35
MEDIA/MEDIANA 20,11 29,43 78,34 103 0,7261 1,143 0,01264 0,3645
ERRO PADRAO 1,01 5,96 5,03 16,39 0,04 0,21 0,00 0,05
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12. CARACTERIZACAO DA OBESIDADE - TRATAMENTO COM VITAMINA C POR 21 DIAS.
Massa corporal Comprimento nasoanal Gordura retroperitoneal
CTRagua CTRvitC MSGagua MSGvitC CTR 4gua CTR vit C MSG agua MSG vit C CTR 4gua CTRvit C MSG agua MSG vit G
360 400 265 300 25 25 20,5 215 34 2,7 5,2 59
405 400 330 240 25 26 22,5 20,5 4,9 4,2 6,6 3,9
330 415 280 235 235 26 20 19 2,7 5,6 5,6 4,1
345 310 260 270 23,5 24 20 22 2,3 2,5 5,8 4,0
350 305 210 280 24 24 19,5 20 2,5 2,9 6,5 3,7
340 320 255 24 24,5 19,5 2,1 3,0 6,1
255 20 44
MEDIA 355,0 358,3 269,0 262,1 24,2 24,9 20,5 20,4 3,0 35 59 4,6
ERRO PADRAO 10,8 21,1 19,3 8,7 0,3 0,4 0,5 0,4 0,4 0,5 0,3 0,4
Gordura perigonadal indice de Lee
CTR4gua CTRvitC MSG agua MSGvitC CTR 4gua CTR vit C MSG agua MSG vit C
33 2,1 6,6 6,9 28,5 29,5 31,3 31,1
2,6 3,4 6,9 5,0 29,6 28,3 30,7 30,3
3,0 57 6,7 4,9 29,4 28,7 32,7 32,5
2,0 2,6 5,9 4,6 29,8 28,2 31,9 29,4
2,5 2,1 4,0 6,6 29,4 28,0 30,5 32,7
3,2 2,8 4,6 29,1 27,9 32,5
5,9 31,7
MEDIA 2,8 3,1 6,0 55 29,3 28,4 31,4 315
ERRO PADRAO 0,2 0,6 0,5 0,4 0,2 0,2 0,4 0,5




13. DOSAGEM ESTRESSE OXIDATIVO NA RVLM — TRATAMENTO COM VITAMINA C POR 21 DIAS.
RVLM
FRAP ABTS
CTR 4guaCTR vit C MSG agua MSG vit C CTRé4gua CTRvitC MSG agua MSG vit C
20,08 31,33 21,87 35,47 50,15 49,14 59,48 113,50
18,03 58,85 57,51 40,00 63,95 57,19 166,78 137,12
44,76 72,93 14,93 38,03 60,50 41,14 55,52 115,99
12,69 23,31 32,93 34,72 57,15 92,29 70,46 156,64
1464 17,17 29,39 21,09 65,48 71,00 138,15 100,34
41,91 75,90 62,32 35,49 209,14
14,45 76,06
MEDIA/MEDIANA 2535 46,58 31,33 35,16 60,5 53,16 70,46 116
ERRO PADRAO 5,80 10,56 7,25 577 2,73 8,59 22,79 16,39
NBT T-BARS
CTR 4guaCTR vit C MSG agua MSG vit C CTRé4gua CTRvitC MSGéagua MSG vit C
0,16 0,63 2,49 0,31 0,14 0,03 0,40 0,03
0,08 0,16 1,08 0,16 0,26 0,02 0,33 0,01
1,07 1,00 2,27 0,24 0,16 0,04 0,38 0,02
0,44 0,21 0,70 0,63 0,13 0,04 0,44 0,02
0,66 0,44 1,29 0,79 0,25 0,02 0,36 0,02
0,46 0,33 0,77 0,05 0,02
0,01
MEDIA/ MEDIANA 0,48 0,46 1,56 0,48 0,16 0,03 0,38 0,02
ERRO PADRAO 0,15 0,13 0,35 0,11 0,03 0,01 0,02 0,002
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14. DOSAGEM DE NITRITO (OXIDO NiTRICO) - TRATAMENTO COM VITAMINA C POR 21 DIAS.
Coracdo Figado Rim
CTR 4guaCTR vit C MSG agua MSG vit C CTRé4gua CTRvitC MSGéagua MSG vitC CTR 4gua CTR vit C MSG é&gua MSG vit C
2,28 2,00 2,52 3,20 2,14 1,25 1,23 1,14 1,45 1,68 1,38 1,27
2,41 2,20 1,99 3,57 1,23 1,03 1,60 1,98 1,91 1,21 1,46 1,06
1,98 2,78 2,21 3,47 1,19 1,57 1,23 1,12 1,36 1,28 1,46 1,43
2,73 1,91 3,99 2,63 2,00 2,16 1,50 1,95 0,81 1,96 1,58 1,43
2,66 1,76 1,85 2,54 1,00 2,15 1,48 1,04 1,67 2,10 1,48 1,91
2,53 2,50 1,88 2,92 1,85 2,17 1,63 1,70 1,33 1,20
2,74 1,70 1,34
MEDIA 2,43 2,19 2,41 3,01 1,57 1,72 1,41 1,51 1,48 1,59 1,47 1,38
ERRO PADRAO 0,11 0,16 0,33 0,15 0,20 0,21 0,08 0,15 0,16 0,15 0,03 0,10
Plasma Aorta
CTR 4guaCTR vit C MSG agua MSG vit C CTR4gua CTRvitC MSGéagua MSG vitC
19,87 25,51 26,15 38,46 15,91 18,78 9,33 5,52
29,23 18,21 13,21 24,87 7,07 16,26 16,98 12,95
27,69 29,49 21,67 21,54 12,48 17,37 7,61 15,14
21,67 22,75 25,35 29,35 7,77 26,85 3,17 6,76
25,34 20,28 22,85 25,90 6,66 5,50 7,18 11,99
6,10 9,43 12,53
6,51
MEDIA 24,76 23,25 21,85 28,02 9,33 15,70 8,85 10,20

ERRO PADRAO

1,77 1,98 2,31 2,89

1,62 3,06 2,27 1,45
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ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM USO DE ANIMAIS DA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA.

Universidacle
Esraclual dr Losdrina

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC, CEUA N° 23372016 Londrina, 26 de Dutubro de 2016.

Prezada Pesquisadora,

Certificamos que o projete intitulade “Paricipagio das isoformas da dxido nitrico
sintaze e comelagles com estresse oxidativo e inflamagho em dreas centrais de controle
cardiovascular na obesidade: efeltos da terapla antioxidante" protocole CEWA 0t
19678.2016.07, scb & responsabilidade de Marli Cardoso Marting Pinge, que envolve a produgae,
manutencac afou wblizacao de animais perlencentes ao filo Chordata, subfilo Verebrata (exceto o
hormem). para fins da pesquisa dentifica (ou ensing}, encontra-se de acordo com os preceitcs da Lel
n® 11.7%4, de & de cutubrg de 2008, do Decrals a° 6899, de 15 de julho de 2002 & com as norMmas
editadas pelo Conselho Macignal de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), fol aprovado
pela Comussda de Ebica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (GEURJUEL), em
reuni®o realzada em 1140720186,

O ghjetive do projeto & estudar de que maneira a NO-sinfase, 8 producio de estresse
gxidativo, e citocinas inflamatorias se relacionam com a fungéo cardiovascular na RVLM e no
PYMN no modelo de obesidade MSG: & =& & tratamento com antipxidanie seria benéfico ou ndo
para essas dreas. Para {880 serd realizada a indugho da obesidade nos cinco primelros dias de
vida dos animais & aos 50 dias serd realizeda cirurgla sob anestesia de Getamina (100 mgkg) &
Cloridrato de Xilazing (20 mglkg), para canulacio da artéria e veia famoral. Em saguida sera
reghzada cirurgia esterectdxica sob a mesma anestesia® para implante de cénulas no RVLM ou
P para micrainfusdoe de salina ou acide ascdbico. Ao final da cirurgia serd adminisirada uma
dosa dmica (40.000 U1} ge pentabitfico velenndno com esireptomicing & peniclina. Apbs dois
dias de recuperacdo sed realizada registro da PA & FC de forma direta dos animals ng astado
acordado. Eutandsia com sobredose de anestésico, Gl 3

Viginola do Proglo | 15052016 a 280022020

Especie/linhagem Ralo heteragénico [ Wistar

N° da animais 240 :

Pesolldade | B0 dias

Sexn Machos

Qrigem a Projeto 10368/ PROPPG . )
Amostras a serem coletadas | Cenebro, coracho, igado, Am, sangue e vaso sanguined

Cumpre orienlar que caso pretendam-s& quaksquer altteractes no protocols experimental
aprovado, deve-se submeter o novo profocclo 4 apreciaglio da CEUAUEL anleriormente & execucio
das moadificagias.

Coloco-me a digposican para quarsgquer esclarecimentos que se fizerem necessana. Sem
mais para o momenio, subsereve, cordialments,

[

L |I e
Profa. Dva. Glaura ﬁmmmm Alves Farnandes
Coonda da CELANEL

lima. Sra.

Profa. Dra. Marli Cardoso Marlins Pinge

Coordenadora do Projelo

Cepartamants de Ciéncias Fisiotdgicas / Cene de Cibéncias Bislbgices

Corm copla para Chitfe d& Deparidmento de Ciéndas Fisloldgicas e Dirator(a) do Cantro de Clénclas Biokigicas

gy oot rin: Midoess oinn Larod Ol IV 40, ke 50 - Frm (AN LI | B0 PG - Fan NG00 - Coman Tl (RRIL  CEFORETT 70 el BN wws, B
LAEIL 3 [LTILE a ER&N




