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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar nos animais controle (CTR) e com obesidade
induzida por glutamato monossoddico (MSG) o efeito da inibigdo da produgao
enzimatica do oOxido nitrico (NO) e terapia antioxidante com vitamina C sobre
parametros cardiovasculares, autonémicos e perfil de estresse oxidativo; além de
verificar a produgcdo de NO e espécies reativas de oxigénio (EROs) em células
endoteliais adrticas isoladas. A obesidade foi induzida pela administragao
intradérmica de 4 mg/g de peso corporal de MSG ou salina equimolar nos 5
primeiros dias de vida de ratos Wistar. A pressao arterial média, frequéncia cardiaca
e analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) foram avaliadas
apos o tratamento com L-NAME (20 mg/kg) ou aminoguanidina (50mg/kg) ou salina
0,9%, via intra peritoneal por 30 dias, ou tratamento com vitamina C (50mg/kg) ou
veiculo (agua destilada) por gavagem durante 21 dias. Adicionalmente, o perfil de
estresse oxidativo foi avaliado através do TRAP e a lipoperoxidagao plasmatica.
Também foram avaliados os niveis de prostaglandinas. Células endoteliais isoladas
da aorta de ratos MSG e CTR foram avaliadas por citometria de fluxo pela
intensidade de fluorescéncia (IF) emitida pela sonda sensivel ao NO (DAF-2DA) e
sensivel a EROs (DHE), em condi¢cao basal e sob estimulo com acetilcolina (ACh).
Ratos MSG apresentaram hipertensao arterial em comparagao com os animais CTR,
que foi atenuada com o tratamento antioxidante. Pela VFC, nenhuma diferenca foi
encontrada na analise da pressao arterial sistélica entre ratos CTR e MSG. Ja na
analise do intervalo de pulso, a obesidade induzida por MSG promoveu aumento do
componente LF e diminuigdo no componente HF nas unidades normalizadas e
aumento na razao LF/HF, que foram retificados pelos tratamentos com antioxidante
e aminoguanidina. Animais MSG apresentaram altos niveis plasmaticos de
lipoperoxidacao revertidos pelos diferentes tratamentos e aumento dos niveis
plasmaticos de prostaglandinas, atenuados por L-NAME e aminoguanidina tanto no
grupo CTR quanto MSG. Nao houve diferengca no TRAP entre animais MSG e CTR,
mesmo apos tratamento antioxidante. Em células endoteliais da aorta de ratos CTR
a IF basal para o DAF foi maior do que em MSG. Em ambos os grupos, a ACh
aumentou a IF para o DAF em relagdo ao basal, no entanto esses valores foram
menores em animais MSG. Contrariamente, a IF basal para o DHE foir maior nos
animais MSG. Entretanto, a ACh aumentou a IF para DHE nos animais CTR e
reduziu em animais MSG. Nossos resultados sugerem que a diminuicdo da
producdo de NO através da NO sintase endotelial em ratos MSG pode contribuir
para o aumento da pressao arterial devido a menor biodisponibilidade de NO e
aumentou da produgdo de EROs nas células endoteliais, ambos conduzindo a um
aumento da atividade simpatica. Além disso, a inflamacgcao e o estresse oxidativo
sistémicos presente nesse modelo também podem contribuir para esse aumento da
atividade simpatica. A terapia antioxidante com vitamina C pode melhorar varios



aspectos da disfuncao cardiovascular, no entanto, estudos futuros ainda devem ser

projetados para melhor definir o agente e dose antioxidante a ser avaliada em
humanos obesos.

Palavras-chave: Sindrome metabdlica. Hipertenséo. Baroreflexo. Espécies reativas
de oxigénio. Prostaglandinas.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate in the control (CTR) and obese animals
induced by monosodium glutamate (MSG) the effect of inhibiting the enzymatic
production of nitric oxide (NO) and antioxidant therapy with vitamin C on
cardiovascular, autonomic and stress profile on oxidative parameters, besides
verifying the production of NO and reactive oxygen species (ROS) in endothelial cells
isolated from aortic. Obesity was induced by administration of 4 mg/g body weight of
MSG or equimolar salt in the first 5 days of life in Wistar rats. Mean arterial pressure,
heart rate and spectral analysis of heart rate variability (HRV) were evaluated after
treatment with L-NAME (20 mg/kg) or aminoguanidine (50mg/kg) or 0.9% saline intra
peritoneal for 30 days, or treatment with vitamin C (50mg/kg) or vehicle (distilled
water) by gavage for 21 days. Additionally, the profile of oxidative stress was
evaluated by TRAP and plasma lipid peroxidation. We also evaluated the levels of
prostaglandins. Endothelial cells isolated from rat aorta of MSG and CTR were
evaluated by flow cytometry for fluorescence intensity (FI) emitted by NO-sensitive
dye (DAF-2DA) and sensitive to ROS (DHE) in basal conditions and under
stimulation with acetylcholine (ACh). MSG rats had arterial hypertension compared
with CTR animals, which was attenuated after antioxidant treatment. No difference
was found in the analysis of systolic blood pressure between CTR and MSG rats. In
the analysis of pulse interval, obesity induced by MSG promoted an increased in LF
band and decreased in HF band in normalized units and increase in the ratio LF / HF,
which were rectified by treatment with aminoguanidine and antioxidant. MSG animals
had higher plasma levels of lipid peroxidation reversed by the different treatments
and increased plasma levels of prostaglandins attenuated by L-NAME and
aminoguanidine in both CTR as MSG group. No difference was observed in TRAP
between CTR and MSG animals, even after antioxidant treatment. In aortic
endothelial cells the basal IF to DAF was higher in CTR rat than in MSG. In both
groups, ACh increased IF for DAF compared to baseline, but these values were
lower in MSG animals. In contrast, the basal IF for DHE was higher in MSG animals.
However, ACh increased IF for DHE in CTR animals and reduced in MSG animals.
Our results suggest that the reduced production of NO by endothelial NO synthase in
MSG rats may contribute to the elevated blood pressure due to low bioavailability and
increased production of ROS in endothelial cells, both leading to increased
sympathetic activity . In addition, systemic inflammation and oxidative stress in this
model may also contribute to this increase in sympathetic activity. The antioxidant
therapy with vitamin C can enhance various aspects of cardiovascular dysfunction,
however, further studies must still be designed to better define the dose and
antioxidant agent to be assessed in obese humans.

Keywords: Metabolic syndrome. Hypertension. Baroreflex. Reactive oxygen species.
Prostaglandins.
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1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE

A obesidade é uma doenga cada vez mais comum, cuja prevaléncia
ja atinge proporg¢des epidémicas tanto em nagdes do primeiro mundo quanto em
paises em desenvolvimento. Constitui um importante problema de saude, estando
associada a comorbidades como o diabetes mellitus tipo 2, a hipercolesterolemia, a
hipertensdo arterial entre outras doencas cardiovasculares, a apnéia do sono,
problemas psicossociais, doencgas ortopédicas e diversos tipos de cancer (WHO,
2012).

A Organizagdo Mundial de saude (OMS) indica a antropometria
como um método util na identificacdo de pessoas obesas. E um método barato, ndo
invasivo, universalmente aplicavel e com boa aceitagao pela populacéo. O indice de
massa corporal (IMC) € um método antropométrico calculado pela formula: peso (em
quilograma - kg) dividido pelo quadrado da altura (em metros - m). A OMS estima
que em 2015 o mundo tenha 2,3 bilhdes de pessoas com excesso de peso (IMC =
25 kg/m2) e 700 milhdes de obesos (IMC = 30 kg/m2).

No Brasil, a Pesquisa de Or¢gamentos Familiares (POF) 2008-2009
mostra um aumento continuo de excesso de peso e obesidade na populagdo com
mais de 20 anos de idade ao longo de 35 anos. O excesso de peso quase triplicou
entre homens, de 18,5% em 1974-75 para 50,1% em 2008-09. Nas mulheres, o
aumento foi menor: de 28,7% para 48%. Ja a obesidade cresceu mais de quatro
vezes entre os homens, de 2,8% para 12,4% (1/4 dos casos de excesso) e mais de
duas vezes entre as mulheres, de 8% para 16,9% (1/3 dos casos de excesso). Esta
nao € uma doenca restrita aos adultos, ja que o excesso de peso foi observado em
33,5% das criangas entre cinco a nove anos, sendo que 16,6% dos meninos
também eram obesos; entre as meninas, a obesidade apareceu em 11,8%.

A obesidade caracteriza-se pelo excesso de gordura corporea, que
pode ser desencadeada por erros no metabolismo e na utilizagdo dos nutrientes ou
por balango energético positivo, que ocorre quando o valor cal6rico ingerido é
superior ao gasto, promovendo aumento dos estoques de energia e peso corporal
(WHO, 2012). Seu desenvolvimento possui multiplas causas e é o resultado de

complexas interagdes entre fatores genéticos, psicolégicos, socioecondmicos,
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culturais e ambientais. Dieta com alta densidade caldrica e sedentarismo est&o entre
suas principais causas. A obesidade leva a incapacidade funcional, reducdo da
qualidade de vida, redugao da expectativa de vida e aumento da mortalidade (HILL,
2006).

A obesidade é importe fator de risco para o desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares (DCV), podendo ocorrer de forma independente ou
concomitante com outros fatores de risco. No Brasil, as DCV sao causas de
aproximadamente 30% de todas as mortes. Destas, aproximadamente 50% ocorrem
em adultos com idades entre 30-69 anos (ABALLAY et al., 2013).

A sindrome metabdlica (SM) também esta relacionada a obesidade.
E uma entidade clinica que representa um grupo de fatores de risco
cardiometabdlicos caracterizada pela obesidade abdominal, resisténcia a insulina,
hipertensdo, hipertrigliceridemia, estado pré-inflamatério sistémico e redugcado do
nivel de colesterol HDL. A presenca de SM esta associada a um risco aumentado de
eventos cardiovasculares e mortalidade (LAMBERT et al., 2010).

Diferentes modelos experimentais sdo propostos com o intuito de
elucidar a fisiopatologia da SM. Dentre eles podemos citar os modelos animais de
mutacado génica, tais como camundongos ob/ob - que ndo produzem o horménio
leptina, desenvolvendo obesidade por hiperfagia e resisténcia a insulina (PERFIELD
Il et al., 2013); camundongos db/db e ratos Zucker obesos (OZR) (IIDA et al. 1996),
que possuem mutagcdo génica do receptor da leptina, causando obesidade,
hiperfagia e hipertensao (SIWY et al., 2013), bem como em roedores que receberam
suplementacdo alimentar rica em lipideos e/ou carboidratos cronicamente
(DEMIGNE et al., 2006; RUTLEDGE; ADELI 2007), ou foram submetidos a
administracao subcutédnea de glutamato monossddico (KIZER et al., 1978; HIRATA
et al., 1997).

1.2 OBESIDADE INDUZIDA POR GLUTAMATO MONOSSODICO (MSG)

A literatura tem descrito um modelo de obesidade em animais de
experimentagdo que mimetiza, pelo menos em parte, a condi¢&o clinica de sindrome
metabdlica rotulada como obesidade neuroenddcrina, o modelo MSG (BALBO et al.,
2000; DOLNIKOFF et al., 2001; FERNANDES et al.,, 2012; KIZER et al., 1978;
LORDEN; CAUDLE, 1986; MACHO et al.,, 2000; MARTINS et al., 2004; OLNEY,
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1969; PERELLO et al., 2003). Este modelo de obesidade é obtido pela
administracdo subcutdnea de MSG em ratos recém-nascidos, cuja barreira
hematoencefalica ndo esta totalmente desenvolvida (KIZER et al., 1978).

O MSG é um aminoacido neuroexcitatério lesivo ao sistema nervoso
central (SNC) quando administrado em alta dose. Provoca edema intracelular e
necrose neuronal que causa a destruigdo de corpos celulares de neurdnios
localizados no nucleo arqueado do hipotalamo (ARC), eminéncia média e outras
areas cerebrais (KIZER et al., 1978; OLNEY, 1969). O ARC é o principal alvo dos
efeitos deletérios do MSG injetado, acometendo 80 a 90% de seus neurbnios
(OLNEY, 1969).

O ARC é conhecido como local de secre¢ao de neurotransmissores,
peptideos e de horménios liberadores hipofisiotréficos como GH-RH, horménio
liberador do horménio luteinizante, neuropeptideo Y, corticotropina, somatostatina,
substancia P, prolactina, [-endorfina, dopamina, galamina, neurotensina,
polipeptideo pancreatico e pré-encefalina, e a lesdo desta regido na fase neonatal
implica em importantes efeitos na fungdo neuroendocrina (NEMEROFF et al., 1977).

A destruicao neuronal desta regido altera o funcionamento normal do
eixo hipotalamo-hipofise, uma area intimamente envolvida na regulagcdo de
diferentes fung¢des, como balango energético, crescimento e fungdo gonadal (KIZER
et al., 1978; OLNEY, 1969).

As extensivas lesdes causadas pelo MSG resultam em uma
sindrome com alteragbes neuroenddcrinas e metabdlicas caracterizada por redugao
do crescimento corporal, obesidade, produ¢do diminuida de esperma, puberdade
tardia, hipoatividade, hipofagia, altos niveis séricos de corticosteroides, excessiva
adiposidade, intolerancia a glicose e um aumento acentuado de triglicérides (BALBO
et al., 2000; DOLNIKOFF et al., 2001; FERNANDES et al.,, 2012; LORDEN;
CAUDLE, 1986; MACHO et al., 2000; MARTINS et al., 2004; OLNEY, 1969;
PERELLO et al., 2003), muito parecida com as alteracdes tipicas de individuos com
sindrome metabdlica.

Os animais submetidos a injecdo de MSG na fase neonatal
apresentam diminuicdo no comprimento e de varios orgaos devido ao
hipossomatotropismo, com reducdo dos niveis circulantes do GH (hormdnio do
crescimento), tanto sua secregao basal como pulsatil, em virtude da destruicéo

permanente dos neurénios do ARC, local de produgdo do GH-RH. Como o GH é
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horménio calorifero, que normalmente produz lipdlise e anabolismo, além de ser
diabetogénico, com a sua deficiéncia na fase adulta, acarretaria na falha da
mobilizagdo das gorduras, com aumento da glicélise e glicogendlise, hipoglicemia de
jejum, adiposidade e intolerancia ao frio, contribuindo para o aumento do tecido
adiposo destes animais. Além disso, a participagdo da hiperatividade vagal é
provavelmente muito relevante na adiposidade destes animais (SOUZA et al., 2001).

Na fase adulta, os ratos injetados com solugdo de MSG na fase
neonatal, apresentam aumento da lipogénese no figado, retroperitdnio e testiculos.
Nas ratas, a lipogénese ocorre apenas nos ovarios e retroperitbnio. O acumulo de
gordura da-se em razao do aumento da lipogénese "de novo" (sintese de acidos
graxos) e reduzida mobilizacdo de gorduras. Existe uma atividade aumentada da
enzima lipase lipoproteica (LPL) no retroperitdnio e gbnadas, sendo que apenas nos
ratos observa-se aumento da atividade da LPL no figado. No tecido adiposo de
retroperitbnio e gbnadas, observa-se hipertrofia celular, caracterizando adiposidade
do tipo hipertréfico (NASCIMENTO CURI et al., 1991).

Nos ratos injetados com MSG, observa-se hiperinsulinemia, devido
ao aumento da secrecdo de células beta das ilhotas pancreaticas, que esta
associada a lipogénese e atividade da LPL (CHIKAMORI et al., 1977). Também se
observam elevados niveis de leptina circulantes. E possivel que haja uma alteragéo
da regulagdo do nivel de adiposidade mediada pela leptina, através da destruigéo
dos receptores de leptina ao nivel de ARC, atenuando o feedback gerado pela
leptina circulante, explicando o mecanismo de acdo do MSG (DAWSON et al., 1997).

Alteracdes cardiovasculares, tais como alteragbes no padréao da
hemodinadmica sistémica com aumento da frequéncia cardiaca e da resisténcia
periférica e diminuicdo do volume sistélico de ejecado foram relatadas em animais
adultos que receberam MSG no periodo neonatal (VOLTERA et al., 2008).

1.3 CONTROLE NEURAL DA PRESSAO ARTERIAL

O sistema nervoso autbnomo (SNA), através das divisdes simpatico
(SNS) e parassimpatico (SNP), desempenha um importante papel na manutengao
da homeostase do organismo, orientando diferentes processos fisioldgicos tais como
a funcéo cardiovascular e o metabolismo energético. E o principal mediador neural

de respostas fisioldgicas a estimulos internos e externos (TEFF, 2008).
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Os centros responsaveis pela manutengao e controle da fungao
cardiovascular atuam basicamente através de mecanismos tonicos e reflexos, tais
como o baroreflexo, o quimioreflexo e o reflexo cardiopulmonar. Os barorreceptores
arteriais sao sensiveis as deformacdes da parede vascular e controlam a pressao
arterial (PA) instantdnea ou de curto prazo. As aferéncias provenientes desses
mecanorreceptores arteriais projetam-se ao nucleo do trato solitario (NTS) a primeira
estacdo sinaptica do SNC. Neurbnios de segunda ordem do NTS projetam-se e
excitam o nucleo ambiguo (NA) e nucleo motor dorsal do vago (NDV), onde se
localizam os neurdnios pds-ganglionares parassimpaticos, os quais medeiam o
tbnus parassimpatico para o coragdo. Outros neurbnios do NTS projetam-se e
excitam neurénios GABAérgicos da area caudoventrolateral (CVLM) que se projetam
e inibem neurénios pré-motores simpaticos localizados na area rostroventrolateral do
bulbo (RVLM), determinando o ténus simpatico. Juntas, essas areas contribuem
para a manutencao da PA e frequéncia cardiaca (FC) seja em repouso ou durante a
ativacao de reflexos cardiovasculares (DAMPNEY, 1994).

Desta forma, elevacbes instantaneas da PA sido prontamente
corrigidas pelo aumento do tdénus vagal e redugdo do tdonus simpatico, que
determinam aumento da capacitancia venosa, reduc¢ao da frequéncia e contratilidade
cardiaca e queda da resisténcia periférica total. Respostas estas que se somam para
reduzir a PA, trazendo-a de volta a niveis controles. Quedas instantaneas da PA
determinam respostas opostas (reducdo do tébnus vagal e aumento do tdnus
simpatico), novamente trazendo a pressao a seus valores basais (DAMPNEY, 1994).

A sensibilidade barorreflexa (SBR) representa um indice de atividade
da fungdo do barorreflexo arterial. A reducdo da SBR tem sido associada com
regulacéao deficiente da PA e aumento do risco de mortalidade relacionada a DCV.
Diferentes modelos de hipertensdo apresentam diminuigdo na SBR (WANG et al.,
2005). Ja um aumento da SBR tem sido atribuido a condigdes de modulagéo
benéfica da funcdo cardiovascular como é o caso do exercicio fisico (DE ANGELIS
et al., 2004).

A SBR comumente é avaliada pela relagdo entre mudancgas reflexas
na FC devido a mudangas na pressé&o arterial sistdlica (PAS), causada pela injegao
intravenosa de agentes vasoativos (FARAH et al., 1999). Outra forma de avaliar SBR

de forma espontanea é através de uma estimativa da SBR através da quantificacao
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das alteragdes no ciclo cardiaco acompanhadas por mudanga espontanea da PAS
(DI RIENZO et al., 1985).

Ao longo das ultimas décadas, diferentes técnicas tém sido usadas
para avaliar a atividade do SNA sobre a fung¢do cardiovascular. Estes incluem:
mensuracao das concentracdes plasmaticas de catecolaminas, excrecao urinaria de
catecolaminas ou de seus metabdlitos, bloqueio ou estimulagdo farmacolégica de
receptores adrenérgicos ou nicotinicos (ganglionares), microneurografia, registro da
atividade simpatica de nervos, e alguns métodos indiretos, tais como analise
espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e variabilidade da PA e
determinacao da SBR (TENTOLOURIS et al., 2008).

A analise espectral para o estudo da VFC e variabilidade da PA é
uma ferramenta n&o invasiva usada como marcador quantitativo da atividade
autondmica. Ela é um instrumento que decompde os sinais cardiovasculares em
frequéncia de componentes e quantifica a poténcia de cada um desses
componentes. Delimitam-se normalmente trés faixas de frequéncias distintas,
chamadas de componentes espectrais. Sao elas: alta frequéncia (High Frequency -
HF: 0,75 a 3,00 Hz), baixa frequéncia (Low Frequency - LF: 0,20 a 0,75 Hz) e muito
baixa frequéncia (Very Low Frequency - VLF: < 0,20 Hz).

Varias correlagdes fisioldgicas sdo estudadas a partir da analise dos
componentes espectrais. O componente HF corresponde a modulagao respiratoria e
€ um indicador da atuagao do nervo vago sobre o coragao, ao passo que, VLF é
reflexo do trabalho exercido pelo SNS e pelo SNP e é influenciado parcialmente por
outras atividades neuro-humorais. O componente LF é decorrente da agcao conjunta
dos componentes vagal e simpatico sobre o coragdo, com predominéncia do
simpatico (MALLIANI et al., 1991; MONTANO et al., 1994; TASK FORCE, 1996).

A reducao da VFC esta associada a um pior prognéstico para uma
ampla gama de condigbes clinicas, tais como doengas do sistema cardiovascular
(TASK FORCE, 1996). A hiperatividade do SNS exerce efeitos desfavoraveis sobre
o sistema cardiovascular, induzindo hipertrofia cardiaca, remodelamento arterial e
disfungédo endotelial (RAVUSSIN; TATARANNI, 1996; TENTOLOURIS et al., 2006)

entre outros.
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1.4 SINDROME METABOLICA E FUNCAO AUTONOMICA

Embora as alteragdes na fungdo do SNA nado estejam incluidas nos
critérios necessarios para o diagnoéstico da SM, é bem sabido que a ativagado do SNS
estd implicada na patogénese de componentes especificos dessa sindrome,
aumentando o risco cardiovascular.

Ha trés condi¢cbes tipicas da SM que podem causar uma
exacerbacdo do tbnus simpatico: a hiperinsulinemia, a hiperleptinemia, e a
hiperlipidemia. A hiperinsulinemia, independentemente de alteracbes na glicemia,
leva a um aumento substancial da concentracdo de noradrenalina circulante
acompanhada por um aumento na pressdo sanguinea. Além disso, altos niveis de
insulina aumentam a reabsor¢ao de soédio, favorecendo a expansao do volume de
liquido extracelular, o que pode predispor a hipertensdo. A leptina, além do seu
efeito sobre o apetite e metabolismo, age no hipotalamo aumentando a presséao
sanguinea através da ativagdo do SNS. Finalmente, altos niveis circulantes de
acidos graxos livres (AGL) podem participar da ativagdo do SNS (LAMBERT et al.,
2010; MENDIZABAL et al., 2013).

O aumento da atividade simpatica € uma caracteristica comum a
obesidade em humanos e em modelos animais, podendo levar ao aumento da PA
via aumento na vasoconstricido periférica, aumento da reabsorcéo tubular renal de
sodio e aumento do débito cardiaco por aumento da forga e frequéncia do coragao
(DA SILVA et al., 2009; DIBONA, 2013; HALL, 1997; SHIBAO et al., 2007).

A literatura tem explorado os possiveis mecanismos envolvidos no
aumento da atividade simpatica na obesidade, que podem estar relacionados com
outras alteragbes sistémicas e, em conjunto, resultarem na hipertensdo. Dentre
essas alteragbes, podem-se destacar a hiperinsulinemia, a hiperleptinemia, o
aumento da ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e o
aumento dos AGL. Além disso, a obesidade também pode causar marcadas
modificacdes estruturais nos rins, inflamacao sistémica e estresse oxidativo que
contribuem para a hipertensdo. No entanto, o decurso de tempo da ativagao
simpatica e os mecanismos especificos que sdo responsaveis por esta forma de
hipertensdo ndo sdo completamente compreendidos (DORRESTEIJN et al., 2012;
KURUKULASURIYA et al., 2011; LOHMEIER; ILIESCU, 2013; RAHMOUNI et al.,
2005; RE, 2009).
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Disturbios no controle autondmico da variabilidade da FC e PA tém
sido evidenciados na obesidade (QUILLOT et al.,, 2001; TONHAJZEROVA et al.,
2008) e, provavelmente, a disfungdo barorreflexa contribui para essas alteragdes
(GRASSI et al., 2000; SKRAPARI et al., 2007).

Trabalhos realizados em nosso laboratério mostraram que ratos
obesos MSG apresentaram hipertensao na idade adulta, seguido por um aumento
na componente simpatico da modulagdo autonémica evidenciada pela analise
espectral da VFC e uma atividade nervosa simpatica renal aumentada em relagao
aos controles (DA CUNHA et al., 2011; DA SILVA MATTOS et al., 2012), além de
SBR alterada (KARLEN-AMARANTE et al., 2012).

O modelo de ratos obesos MSG possui niveis aumentados de
cortisol decorrentes da lesdo hipotaldamica (MATYSKOVA et al., 2008), assim como
de leptina, decorrente do acumulo de gordura visceral e da insulina, consequente a
resisténcia a insulina (MACHO et al., 2000), tornando-o um modelo propicio ao
estudo da SM. Esses efeitos podem determinar aumento da atividade simpatica,
com maior liberacdo de catecolaminas na terminacédo nervosa, facilitado pelo efluxo
simpatico central (MARTINS et al., 2004; MORRISON et al., 2008).

1.5 OxiDo NiTRICO E FUNGCAO CARDIOVASCULAR

O 6éxido nitrico (NO) é um potente modulador cardiaco e vascular
(DANSON; PATERSON, 2005). E um gas lipossolivel com meia-vida extremamente
curta (4-10 segundos) produzido por praticamente todas as células humanas. E
sintetizado enzimaticamente a partir do aminoacido L-arginina, por um grupo de
hemoproteinas, as 6xido nitrico sintases (NOS), e requer a presenga de cofatores
como nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), flavina adenina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleétido (FMN) e (-6R) 5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BH,).

Atualmente, trés isoformas da NOS foram identificadas: a NOS
neuronal (NNOS ou NOS |) constitutivamente expressa em neurdnios centrais e
periféricos, células epiteliais do estbmago, utero, pulmao e musculo esquelético; a
NOS induzivel (iNOS ou NOS Il), cujas fontes podem ser células endoteliais, células
epiteliais, macrofagos, neutrofilos, células do musculo liso vascular e fibroblastos e a

NOS endotelial (eNOS ou NOS lll), encontrada em células endoteliais, musculo liso



27

vascular e musculo cardiaco (FORSTERMANN; SESSA, 2012; MONCADA; HIGGS,
1993). Alguns trabalhos descrevem ainda uma quarta forma de NOS localizada nas
mitocondrias de diferentes 6rgaos (NOS mitocondrial - mtNOS) (GIULIVI et al., 1998;
ENKHBAATAR, 2004).

Enquanto a eNOS e a nNOS sao enzimas constitutivas (cNOS),
expressas em condicoes fisioldgicas, sintetizam uma pequena quantidade de NO de
forma calcio-dependente, a acdo da iNOS requer a presenca de um indutor, como
por exemplo, um microorganismo invasor, endotoxina ou citocina e age de forma
independente do calcio. No entanto, ja foi demonstrado que a nNOS e eNOS
também estao sujeitas a regulacado de sua expressao, e que e a INOS pode também
ser expressa constitutivamente mesmo sob condigdes fisiolégicas (SHIMOKAWA,;
TSUTSUI, 2010). As citocinas mais importantes envolvidas na estimulagdo da iINOS
s&o o TNF-a, interleucina 1-beta (IL1-B) e interferon gama (INF-y) (FORSTERMANN;
SESSA, 2012; JIA et al., 2006).

Apos a inducdo, a iINOS produz grandes quantidades de NO,
substancialmente maiores que as produzidas pela eNOS ou nNOS, e sua atividade
continua até que o substrato seja exaurido. Dentro de condi¢des de substrato
reduzido (como a L-arginina), o NO produzido pelas NOS pode também levar a
producao de anion superoxido (O2-), mostrando a estreita interacdo entre o NO e as
especies reativas de oxigénio (EROs) (ESCH, 2002).

O NO apresenta diferentes papéis nas fungdes fisiologicas: as vezes
benéfico, outras vezes prejudicial ao organismo. Esta envolvido na manutencéo do
tbnus vascular, como neurotransmissor no SNC e periférico, na plasticidade
sinaptica no SNC, além de efeitos vasoprotetores e anti-ateroscleréticos. Também
constitui um importante mediador citotéxico de células imunes efetoras ativadas,
capaz de destruir patégenos e células tumorais. No entanto o NO é potencialmente
toxico. A toxicidade se faz presente particularmente em situacbes de estresse
oxidativo, geracao de intermediarios do oxigénio e deficiéncia do sistema
antioxidante (DUSSE et al., 2003; FORSTERMANN; SESSA, 2012; MONCADA,;
HIGGSET, 2006).

O NO também participa dos processos inflamatoérios de duas formas
diferentes: o NO produzido pela via induzivel, como o que ocorre em macréfagos,
tem acgdes pro-inflamatorias, o qual é estimulado pelo TNF-q, interleucina 1 (IL-1) e

interleucina 6 (IL-6), enquanto que o NO produzido pela via endotelial e neuronal



28

parece possuir acdes antiinflamatérias (DAS, 2001). Modelos experimentais de
obesidade apresentam expressdo aumentada da iNOS em diferentes tecidos (HA;
CHAE, 2010; PERREAULT; MARRETE, 2001; SUN et al.,, 2012) e expressao
diminuida da eNOS, no tecido adiposo marrom e branco e no musculo sdleo
(VALERIO et al., 2006).

A literatura propde que a iNOS trabalhe como um modulador na
regulacdo do metabolismo energético: o aumento da expressdo de iINOS no tecido
adiposo pode aumentar a taxa basal de lipdlise e inibir a agdo da insulina, levando a
um aumento dos niveis circulantes de AGL. Assim, é possivel que a producdo
exagerada de NO pela iINOS possa contribuir para o desenvolvimento de resisténcia
a insulina, hipertrigliceridemia e complicagdes cardiovasculares associadas a
obesidade (KAPUR et al., 2000). No entanto, Noronha et al. (2005) demonstraram
que a INOS tem efeitos divergentes sobre a fungdo vascular e metabdlica na
obesidade. Camundongos obesos knockout para iINOS estdo protegidos contra a
resisténcia a insulina, mas apresentam hipertensdo e aumento da produgao vascular
de EROs.

A literatura evidencia que existe uma interacdo entre o NO e o SNA
na regulagao cardiovascular tanto em niveis periféricos como centrais. No SNC, o
NO possui importante papel no controle da pressdo sanguinea via SNS, pois inibe
sua atividade e diminui seu ténus sobre os vasos. Além disso, 0 NO é um modulador
pré-sinaptico da neurotransmissao vagal, agindo na compensacgao da hipertensao
arterial e ativacdo simpatica cardiaca causada pela inibicao da sintese de NO. Esta
se tornando cada vez mais evidente que a especificidade da acdo do NO no SNC e
no miocardio pode depender das isoformas envolvidas na sua formacdo e sua
regulacdo, além da sua localizagdo espacial (DANSON; PATERSON, 2005;
SARTORI et al., 2005; SEARS et al., 2004; SHAPOVAL, 2004).

A literatura mostra que alteragcdes nessa interacdo entre o NO e o
SNA podem participar da patogénese de varias estados de doenga. Redug¢do basal
na sintese ou agao do NO promove vasoconstricao sustentada por dois mecanismos
distintos: perda do tbnus vasodilatador nas células musculares lisas vasculares e
pela facilitacdo neural do efluxo simpatico. Em contraste, a superprodugao de NO
leva a vasodilatagao, hipotensdo, derrame vascular e perturbacées do metabolismo
celular (MONCADA; HIGGSET, 2006). Shimokawa e Tsutsui (2010) mostram que as

NOS participam na patogénese de doencas cardiovasculares. Em geral, a eNOS e
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NNOS exercem fungdes cardiovasculares protetoras, enquanto iINOS parece exercer
efeitos duais no sistema cardiovascular.

A nNOS parece desempenhar um papel simpatoinibitério sob
condigdes normais através de efeitos centrais e periféricos. A literatura sugere que o
NO derivado nNOS pode aumentar a atividade simpatoinibitéria do GABA e inibir a
atividade simpatoexcitatoria da angiotensina Il e do glutamato. Através destes
efeitos, a NNOS pode ter um efeito inibitorio sobre SNS (SEARS et al., 2004; WANG,;
GOLLEDGE, 2013).

1.6 INFLAMACAO E ESTRESSO OXIDATIVO NA OBESIDADE

A associagao da obesidade com um estado de inflamagao cronica
pode ser constatada pela observagdo de infiltrados de macréfagos no tecido
muscular e adiposo (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005), produgdo anormal de
mediadores pré-inflamatérios como o TNF-a, IL-6 (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et
al., 2013; GERMAN et al., 2010) e ativagdo da iINOS (PERREAULT; MARRETE,
2001).

A inflamagao sistémica e o estresse oxidativo estdo associados ao
aumento da massa de tecido adiposo visceral resultante da obesidade (BALISTRERI
et al., 2010; RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2013; SMITH; MINSON, 2012). A
presenca de grandes adipdcitos esta associada a anormalidades estruturais
funcionais do tecido adiposo. Estes incluem: 1) o aumento da producdo de
moléculas bioativas, como a leptina, resistina, angiotensina, citocinas pro-
inflamatdrias e EROs, 2) uma capacidade insuficiente para acomodar o excesso de
aumentos relacionados com consumo de energia em lipidios, levando ao
armazenamento de gordura ectdpica em tecidos tais como o musculo esquelético e
figado, o que, por sua vez, aumenta a resisténcia a insulina e hiperinsulinemia, 3) a
infiltracdo de macrofagos aumentada no tecido adiposo aumenta a produgdo de
citocinas proé-inflamatérias e EROs. Estas "disfungdes" do tecido adiposo podem, por
sua vez, induzir a ativacdo do SNS e SRAA, e aumentar o a inflamacéao e o estresse
oxidativo sistémico, todos os quais sao fortemente inter-relacionados através de um
ciclo vicioso promovendo o desenvolvimento da hipertensdo associada a obesidade
(DORRESTEIJN et al., 2012; KURUKULASURIYA et al.,, 2011; MATHIEU et al.,
2009; RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2013; SMITH; MINSON, 2012).
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A adiponectina € uma proteina também secretada pela gordura
branca que aumenta a sensibilidade a insulina e estimula a oxidagao dos acidos
graxos musculares. E uma estimulante da eNOS, desempenhando papéis
importantes no controle do ténus vascular, inflamacéao e a proliferacdo de células do
musculo liso, sendo protetor contra hipertensdo e doencgas cardiovasculares.
Todavia, na obesidade, os niveis sanguineos de adiponectina estdo reduzidos,
podendo haver reversao de seu papel benéfico com queda na produgao de fatores
vasodilatadores afetando a tensdo e fungado vascular (MORRIS, 2008; GUZIK et al.,
2007).

As EROs sao derivados do metabolismo do oxigénio altamente
reativos. Estas pequenas moléculas desempenham papéis importantes em
processos fisioldgicos, tais como a expressdo génica e transdugdo de sinal
(BRIEGER et al., 2012). Em condigdes saudaveis, as EROs sao mantidas em um
nivel 6timo devido ao equilibrio entre a sua producéo e eliminagdo por antioxidantes
enzimaticos (superéxido dismutase, a glutationa peroxidase, a catalase peroxidase)
e néo enzimaticos (vitaminas C e E) (HUTCHESON; ROCIC, 2012).

A vitamina C (acido ascérbico) € um micronutriente hidrossoluvel
necessario para varias funcdes bioldgicas. E um cofator para varias enzimas,
participa na hidroxilagdo pos-translacional do colagéno, na biossintese da carnitina e
na conversao do neurotransmissor dopamina em noradrenalina. Além disso, a
vitamina C é um importante regulador da absorcao de ferro. Ela reduz ions férricos
(Fe*) a ferrosos (Fe*), permitindo a captagdo de ferro pelo intestino delgado. A
vitamina C é um agente redutor potente e eliminador de radicais livres no sistemas
bioldégicos. Reage rapidamente com O, e até mais rapido com o radical hidroxila
(OH") originando semihidroascorbato. Neutraliza ainda o oxigénio singlete, reduz
radicais tiil e combina rapidamente com o acido hipocloroso, um poderoso oxidante
gerado no local de processos inflamatérios (DUARTE; LUNEC, 2005).

O estresse oxidativo pode ocorrer como resultado de um aumento
na geragcao de EROs, na diminuigdo do sistema antioxidante ou ambos, podendo
provocar a injuria celular e tecidual e estimular a resposta inflamatéria, por ativar
padrées de sinalizagao celular (como c-Jun N-quinase terminal e o inibidor do fator
de transcricdo NF-Kappa B) que promovem a inflamag¢ao (HOTAMISLIGIL, 2006).

A literatura indica um aumento do estresse oxidativo na hipertensao

essencial, bem como em pacientes hipertensos obesos, no entanto pouco se sabe
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sobre o envolvimento do estresse oxidativo na hipertensao induzida pela obesidade
(DOBRIAN et al., 2001).

Existem varios mecanismos pelos quais a obesidade gera estresse
oxidativo. Dentre eles podemos citar: 1) a geragdo de EROs pela oxidacdo de
metabdlitos energéticos como glicose e acidos graxos que ocorre nas mitocondrias e
por outros processos metabdlicos, 2) o excesso de consumo de oxigénio,
consequente do aumento da carga mecanica e metabolismo cardiaco, gera radicais
livres na cadeia respiratoria mitocondrial, que se encontra acoplado com a
fosforilagdo oxidativa nas mitocéndrias e 3) as citocinas produzidas pelos adipdcitos
sdo potentes estimuladoras para a produgao de EROs por macréfagos e mondcitos
(DE MARCHI et al., 2013; FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011). Além disso, a
literatura sugere que a obesidade por si s6 pode induzir a produgdo de EROs
sistémica, ja que o tecido adiposo apresenta um aumento na expressdao de NADPH-
oxidase e diminuicdo da expressdo das enzimas antioxidantes (FERNANDEZ-
SANCHEZ et al., 2011; FUJITA et al., 2006; FURUKAWA et al., 2004).

Outra fonte de EROs € o desacoplamento da eNOS, um processo no
qual a eNOS gera O, quando a concentragédo ou de L-arginina, o substrato da NOS,
ou BH4, um cofactor da enzima, esta depletado. A eNOS como produtora de O, tem
um papel crucial na hipertensdo (FORSTERMANN; MUNZEL, 2006).

O O, reage rapidamente com o NO vascular para formar
peroxinitrito (ONOO’), um oxidante potente e altamente reativo, reduzindo a
biodisponibilidade do NO. Assim, a geracdo de EROs é capaz de reduzir a
vasodilatagcdo dependente do endotélio e levar a hipertenséo e disfuncdo endotelial,
enquanto o ONOO- formado pode induzir dano celular incluindo agregacéo
plaquetaria, coagulagédo intravascular disseminada, peroxidagdo lipidica e dano
mitocondrial (BURNEY et al., 1999; PARRAT, 1998).

A disfuncédo endotelial, atributo marcante da hipertensao, € definida
como o desequilibrio entre a produgao e biodisponibilidade de fatores relaxantes
derivados do endotélio (FRDEs), particularmente o NO, e fatores contrateis
derivados do endotélio (FCDESs), associados com o estresse oxidativo (SILVA et al.,
2012). E uma condicdo também presente na obesidade, e pode ser crucial para o
aumento do risco cardiovascular (BARTON et al., 2012; ZANGH, 2008).
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Cunha et al. (2010) mostrou que o modelo MSG apresenta aumento
de prostaglandinas e lipoperoxidagcdo, comprovando que a obesidade € geradora de
inflamacéo e estresse oxidativo. Além disso, nesse mesmo trabalho foi demonstrado
que a inibigdo das prostaglandinas diminui o estresse oxidativo, a esteatose hepatica
e a hipertensdo. No entanto, ndo se sabe se a vasculatura é o gerador do estado

oxidativo nesse modelo.
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2 JUSTIFICATIVA

A obesidade € uma condig&o precursora de varias fisiopatologias,
dentre elas a hipertensdo. Apesar do conhecimento da ativagdo do SNS na
hipertensao arterial induzida pela obesidade, os mecanismos centrais e periféricos
responsaveis pela elevacédo da PA sao pouco compreendidos.

Considerando a associagdo da obesidade com um estado de
inflamacdo e estresse oxidativo sistémico que podem levar a uma hiperatividade
simpatica, bem como o envolvimento do 6xido nitrico nessas condigdes, esse estudo
pretende esclarecer os efeitos do bloqueio seletivo da sintese de 6xido nitrico e
terapia antioxidante sobre os parametros cardiovasculares, autonbémicos e de
estresse oxidativo em um modelo de sindrome metabdlica induzida por glutamato
monossodico (MSG), além da investigacgéao inicial dos efeitos centrais do 6xido nitrico
sobre a ativagado simpatica mediada pelo L-glutamato microinjetado na RVLM de
ratos obesos MSG. Conhecendo também a interferéncia da anestesia sobre a
funcdo cardiovascular, este estudo se propdem a avaliar os parametros propostos
em animais n&ao anestesiados.

Trabalhos anteriores do laboratorio mostraram que ratos obesos
MSG apresentam hipertens&o arterial moderada na idade adulta, acompanhado de
aumento de prostaglandinas, aumento da atividade simpatica para o territorio renal,
aumento da modulacgao simpatica para o coracgao, disfuncéo barorreflexa e estresse
oxidativo sistémico. Assim entendemos que esse modelo experimental permitira a

pretendida investigagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo principal investigar os efeitos do
bloqueio farmacolégico da produgdo de 6xido nitrico e do tratamento antioxidante
com vitamina C, sobre parametros inflamatérios, cardiovasculares e autonémicos de

ratos obesos MSG nao anestesiados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar os parametros de obesidade em todos os grupos experimentais;

2. Analisar o efeito do tratamento com inibidores do NO ou vitamina C sobre
parametros cardiovasculares basais;

3. Realizar a analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca e pressao
arterial sistolica nos ratos obesos tratados e comparar com os animais controle;

4. Realizar a imunohistoquimica do tecido cardiaco para iNOS;

5. Determinar a producdo de NO e O2- em células endoteliais isoladas de aorta de
ratos controles e obesos MSG;

6. Quantificar os niveis plasmaticos de prostaglandinas dos animais experimentais;
Avaliar o estresse oxidativo no plasma dos animais que receberam ou nao

tratamento com os inibidores da NOS ou vitamina C.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas
(CIF) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) e todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade (CEEA, processo n°® 33645/2010-29).

4.1 ANIMAIS

Para esta pesquisa foram utilizados ratos Wistar (n=65),
provenientes do biotério central da Universidade Estadual de Londrina, os quais
foram submetidos a cruzamentos realizados no biotério setorial do departamento de
Ciéncias Fisiologicas. Os filhotes aos 21 dias de vida foram desmamados e mantidos
em gaiolas coletivas (maximo de cinco animais) a temperatura constante de 21 + 2

°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas. Agua e racado foram fornecidas ad libitum.

4.2 INDUGAO DA OBESIDADE

Ratos Wistar receberam durante os cinco (5) primeiros dias de vida,
injecdes intradérmicas de glutamato monosodico (4mg/g) (Sigma Co., MO, USA) e
0s animais controle receberam salina equimolar (MATHIAS et al.,, 2007). A
obesidade foi caracterizada pelo calculo do indice de Lee para cada animal aos 90
dias de vida usando a férmula: {peso corporal/comprimento naso-anal x 1000, e
também através do peso das gorduras retroperitonial e perigonadal, onde o peso
corporal e o comprimento sdo dados em gramas (g) e centimetros (cm),
respectivamente (BERNARDIS; PATTERSON, 1968).

4.3 TRATAMENTOS
4.3.1 Bloqueio Farmacolégico da Produgdo de Oxido Nitrico
Ratos Wistar que receberam glutamato monossdédico ou salina

equimolar no periodo neonatal foram divididos em trés (3) grupos aleatoriamente e

tratados pela via intraperitoneal (i.p.) com L-NAME (inibidor da cNOS, 20 mg/kg) ou
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aminoguanidina (inibidor da iNOS, 50 mg/kg) (MEHANNA et al., 2007), ou salina
0,9% (controle). Os diferentes tratamentos tiveram inicio aos 60 dias de vida e foram

administrados diariamente até que os animais completassem 90 dias de idade.

4.3.2 Tratamento com Vitamina C

Ratos Wistar que receberam glutamato monossodico ou salina
equimolar no periodo neonatal foram também divididos em outros dois (2) grupos
aleatdrios e tratados com vitamina C (Bayer, Rio de Janeiro, Brasil) (50mg/kg) ou
veiculo (agua destilada) administrados oralmente por gavagem durante 21 dias a
partir do 69° dia de vida (ELDIN et al., 1992).

4.4 ANALISE DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

4.4.1 Cateterizagédo da Artéria e Veia Femorais

Os animais controles e MSG foram submetidos a cirurgia sob
anestesia de Tribromoetanol (250 mg/kg, i.p.) para implantacao de cateteres na
artéria e veia femorais com o objetivo de monitorizagdo da pressao arterial e
administragao de drogas se necessario, respectivamente.

Os cateteres eram constituidos por segmentos de polietileno PE-10
(4-5cm) soldados a segmentos de polietiieno PE-50 (12-13cm), previamente
preenchidos com solugdo salina 0,9% e anticoagulante (15 U/mL de heparina em
solugdo salina) e obstruidos com um oclusor.

Apds a implantacdo dos cateteres, os mesmos foram exteriorizados
na regiao dorsal do animal através de um trocater por via subcutanea e fixados a
pele por sutura cirdrgica. Apds a cirurgia os animais voltaram ao biotério setorial e

foram mantidos em caixas individuais durante todo o periodo pds-operatdrio.
4.4.2 Registro Cardiovascular
O regqistro direto da PA e FC foi realizado 24 horas apds o

procedimento cirurgico de implantagao dos cateteres, permitindo a recuperagéo dos

animais dos efeitos anestésicos.
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A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de pressao
(MLTO0380, ADInstruments) conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (Powerlab, 4/20T, ADInstruments), obtendo-se assim a presséo
pulsatil, presséo arterial média (PAM) e FC. Durante o periodo de registro os animais
foram mantidos dentro de caixas individuais em ambiente silencioso.

Apos o tratamento com salina, ou com inibidores da NOS ou com
vitamina C, os animais cateterizados foram submetidos ao registro basal da PA e FC
por uma hora. O registro cardiovascular foi gravado no computador e este foi
utilizado posteriormente para a realizacao da analise espectral da variabilidade da

pressao arterial e frequéncia cardiaca.

4.4.3 Analise da Variabilidade Circulatoria

A andlise da variabilidade do intervalo de pulso (IP) e presséao
arterial sistolica (PAS) no dominio da frequéncia foi realizada utilizando-se o
programa computacional CardioSeries v2.4 (http://www.danielpenteado.com)
(TEZINI et al., 2013). Uma vez que o programa computacional ndo realiza aquisigao
de dados, registros de PA, com no minimo 10 minutos de duracdo, foram
processados pelo programa computacional LabChart 7.0 (ADinstruments, Bella
Vista, Australia), o qual é capaz de detectar pontos de inflexdo nos pulsos de
pressao e gerar séries, batimento-a-batimento, com valores de IP e PAS para cada
ciclo cardiaco.

As séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de IP e
PAS foram reamostradas em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolagdo cubica
do tipo spline, para regularizagdo do intervalo de tempo entre os batimentos. As
séries com valores interpolados de IP e PAS foram divididas em segmentos com 512
valores cada, com sobreposi¢cdo de 50% (Protocolo de Welch). A estacionariedade
dos valores de IP e PAS de cada segmento foi examinada visualmente e os
segmentos com artefatos ou transientes foram excluidos.

Apos a inspecgao visual dos segmentos com valores interpolados de
IP e PAS, os segmentos considerados adequados foram integrados em bandas de
baixa frequéncia (LF: 0,20 - 0,75 Hz) e alta frequéncia (HF: 0,75 - 3,00 Hz), e 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
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das bandas de LF e HF levando em consideragdo a poténcia total de espectro
menos a poténcia da banda de muito baixa frequéncia (VLF: < 0,20 Hz). Para avaliar
o balango simpatovagal cardiaco, calculou-se a razdo entre a poténcia das banda de
LF e HF (LF/HF) do espectro do IP.

4.4.4 Analise da Sensibilidade Barorreflexa

A sensibilidade barorreflexa (SBR) foi avaliada no dominio do tempo
por meio do Método da Sequéncia. Utilizando-se o programa computacional
CardioSeries v2.4 (http://www.danielpenteado.com), séries temporais batimento-a-
batimento com valores de IP e PAS foram utilizadas para analise da SBR. As séries
temporais foram analisadas em busca de sequéncias de quatro ou mais batimentos
nos quais aumentos progressivos da PAS foram acompanhados por aumentos
progressivos do IP, ou redugdes progressivas da PAS foram acompanhadas por
reducdes progressivas do |IP. Para deteccdo das alteragdes da PAS e do IP foram
utilizados os limiares de 0 mmHg e 0 ms, respectivamente. Apds detecgdo de uma
rampa de PAS (sequéncia de quatro ou mais batimentos nos quais aumentos ou
reducdes progressivas da PAS foram acompanhados, ou ndo, de aumentos ou
reducdes do IP), o programa computacional buscava por alteragdes no IP sem
qualquer intervalo, ou seja, delay de zero batimentos. Uma sequéncia barorreflexa
s6 foi utilizada quando o coeficiente de correlagéo (r) entre os valores de PAS e IP
foi maior ou igual a 0,8. A SBR foi determinada a partir da média da inclinagao da
reta da regressdo linear entre os valores de PAS e IP de cada sequéncia

barorreflexa encontrada.

4.5 IMUNOHISTOQUIMICA DO TECIDO CARDIACO

O coracdo dos animais controles e MSG submetidos aos
tratamentos foi retirado apds eutanasia dos animais com superdose de anestésico e
fixado em formalina tamponada 10% para posterior inclusdo em blocos de parafina.
Em seguida foram realizados cortes do tecido cardiaco de 5 ym de espessura por
microtomia mecanica em laminas silanizadas. As reacdes de imunohistoquimica

foram realizadas nos cortes utilizando-se o complexo avidina-biotina-peroxidase
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(ABC) (kit Dako LSAB®, Alemanha) para marcacdo de iNOS (BD Biosciences,
diluicao de 1:300).

As incubagdes foram realizadas numa camara umida. Os cortes
foram tratados durante 40 minutos a temperatura ambiente com 2% de BSA e
incubadas durante a noite a 4° C com o anticorpo primario (anticorpo policlonal de
coelho anti-VEGF diluido 1:50, Sigma). A atividade da peroxidase foi visualizada por
tratamento com H,0, e 3 3'- diaminobenzidina (DAB) durante 5 minutos. Os cortes
foram entdo fracamente contrastado com hematoxilina de Harry (Merck). Para cada
caso foram realizados controles negativos em cortes seriados. Nos cortes controle, a
incubacdo com os anticorpos primarios foram omitidos. A intensidade e localizagao
das imunorreatividades contra os anticorpos primarios utilizados foram examinados
usando um fotomicroscépio (Leica DM 2500), e os scores foram quantificados como
descrito por Choudhury et al. (2010).

4.6 DETERMINACAO DE OxiDO NiTRICO (NO) E ANION SUPEROXIDO (O2) EM CELULAS

ENDOTELIAIS ISOLADAS DE AORTA

Aortas foram isoladas de ratos controles e MSG, dissecadas e
abertas longitudinalmente. As células endoteliais foram isoladas mecanicamente por
suave friccdo com uma haste de plastico em placas contendo solugdo de Hanks. A
suspensao celular foi centrifugada a 1000 rpm durante 5 minutos, e o pelete de
células foi suspenso em 2,0 ml de solugdo de Hanks com a seguinte composi¢céo
(em mM): NaCl 145,0, KCI 5,0, 10,0 dextrose, 10,0 HEPES, pH 7,4. As células
endoteliais isoladas da aorta dos animais controles e MSG foram primeiramente
aliquotadas em trés grupos: branco, basal e estimulada pela acetilcolina (ACh). A
analise citoflurografica foi realizada usando um Becton-Dickinson FACScanto (San
Jose, CA, EUA). O, e NO intracelulares foram monitorados separadamente
mensurando mudancgas na intensidade de fluorescéncia (IF) emitidos pelas sondas
dihidroetidina (DHE) e diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2DA),
respectivamente (KOJIMA et al., 1998; DE IULIIS et al., 2006).

Inicialmente, um primeiro grupo de células endoteliais foi analisado
no citdmetro de fluxo sem sonda (branco) como controle para assegurar que nao
havia interferéncia de fluorescéncia emitida por algum fluoréforo endégeno. Depois

disso, o segundo grupo de células foi incubado apenas com DHE (2,5 mM) ou DAF-
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2DA (10 uM) durante 20 minutos (basal). O terceiro grupo de células foi estimulada
com ACh (1 uM) durante 10 minutos, respeitando o tempo de incubagao (20
minutos) para ambas as sondas. A aquisi¢do foi fixada em 5.000 células e os

resultados foram expressos como média £ EPM de IF.

4.7 ANALISES BioQuiMICAS

Aliquotas do plasma foram obtidas pela centrifugacédo do sangue
heparinizado coletado através da canula arterial dos animais 30 minutos apds o

término do registro cardiovascular.

4.7.1 Dosagem de Prostaglandina E, (PGE,)

Os niveis de PGE2 foram quantificados através do método ELISA
por competicao, utilizando um kit comercial (Cayman Chemical Company) segundo
instrugcdes do fabricante. Os dados obtidos foram expressos em pg/mL (PINGE-
FILHO et al., 1999).

4.7.2 Avaliagao de Estresse Oxidativo no Plasma

4.7.2.1 Avaliacao da lipoperoxidacao plasmatica por reagao de quimiluminescéncia

A lesao lipoperoxidativa induzida por t-butil hidroperoxido foi avaliada
por ensaio de quimiluminescéncia de acordo com Panis et al. (2012). O t-butil
hidroperéxido provoca a iniciagao da reagcao com peroxidos pré-existentes, que ao
reagirem em cadeia doando elétrons para outro radical peroxil, emitem luz que € lida
por quimiluminescéncia. A lipoperoxidagao no plasma foi avaliada pela adicdo de
125 mL de amostra em 865 uL de tampao de 10 mM de fosfato pH 7,4 (NaCl 0,9%),
com adi¢ao de 10 mL de solucao de t-butil 3 mM. O espectro de quimiluminescéncia
foi monitorado durante 60 minutos pelo lumindmetro Glomax (Promega, EUA). O
lumindmetro foi conectado a um microcomputador através do programa Spreadsheet
Interface v1. 0, que realizou o registro da quimiluminescéncia emitida. Os resultados
foram expressos em unidades de luz relativas (URL) e a totalidade da curva obtida

foi usada como indicador da lipoperoxidagao.
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4.7.2.2 Determinacao da capacidade antioxidante total (TRAP) no plasma

A técnica mede os niveis de antioxidantes totais, principalmente
antioxidantes hidrossoluveis e lipossoluveis de baixa massa molecular. O TRAP foi
determinado de acordo com Panis et al. (2012), que emprega o 2,2-azo-bis (2-
amidinopropano diidroclorido - ABAP) como um gerador de radicais e o luminol para
amplificar a deteccdo de fotons e a emissdo de luz por quimiluminescéncia. As
amostras de plasma foram diluidas a 1:10 em tampao de glicina 0,1 M, pH 8,6 a
37°C. A solugdo ABAP foi obtida dissolvendo 54,24 mg em 1ml de agua destilada
ultra-pura. Analogo hidrossoluvel da vitamina E (Trolox) foi utilizadO como referéncia
antioxidante (2,5 mg em 5 mL de tampéao de glicina 0,1 M, pH 8,6, a 37°C) e solugéo
de luminol como amplificador da reagdo (3,98 mg, em 250 uL de KOH 1 M
adicionado a 10 mL de tamp&o de glicina e diluidos 1:10 em tempo de reagao). As
curvas de quimiluminescéncia foram obtidos num luminémetro Glomax (TD 20/20

Turner Designers, EUA) e os resultados expressos como nM de Trolox.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o
programa estatistico “INSTAT” (GraphPad, San Diego, CA). Os resultados foram
expressos como meédia = erro padrao da média (EPM). As comparagdes entre os
grupos controles e experimentais foram analisadas pelo teste Anova One Way,
seguido de Newman Keuls post hoc, considerando as diferengas significantes para

um valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 PARTE 1 — ENVOLVIMENTO DA VIA CONSTITUTIVA DA PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO
NOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES, AUTONOMICOS E INFLAMATORIOS DE RATOS
CcOM OBESIDADE INDUZIDA POR GLUTAMATO MONOSSODICO

5.1.1 Caracterizagdo da Obesidade MSG

O tratamento com MSG durante os cinco primeiros dias de vida em
filhotes de ratos Wistar induziu a obesidade em ratos adultos, como indicado por um
aumento do indice de Lee e aumento das gorduras retroperitoneal e perigonadal nos
animais MSG quando comparados aos animais controle (Tabela 1). Além disso,
ratos MSG mostraram um menor peso corporal e CNA que os ratos controle. Estas
observacgbes constituem a caracterizacdo da obesidade em ratos MSG. O pré-
tratamento farmacolégico com inibidor ndo seletivo da cNOS, L-NAME, modificou
alguns desses parametros: reduziu o peso corporal e a gordura retroperitoneal

apenas nos animais MSG (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeitos da administragdo de MSG neonatal em ratos adultos pré-tratados
com salina ou L-NAME.

CTR MSG CTR MSG
SALINA SALINA L-NAME L-NAME
(n=T7) (n=8) (n=5) (n=6)
Peso (g) 374:16.17  316+6.94° 384 11669 281 +15.05%
Comprimento naso-anal (cm) 53 . a9 21 +032* 24 =025 20 + 0.48*
Indice de Lee 031+0004 033+0005 030 0001 0.32 +0.003
Gordura Perigonadal (g) 3904 +042  636:081° 202 +050 438 +057
Gordura Retroperitoneal (g) 3.60 + 0.46 7.08 + 0.51* 306 +069 509+051%
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5.1.2 Parametros Cardiovasculares
5.1.2.1 Presséao arterial e frequéncia cardiaca

Os valores de referéncia para a PAM e FC para cada grupo foram
obtidos como o valor médio do periodo de registro basal de pelo menos 30 minutos
para cada animal. Os dados confirmam que animais MSG sao hipertensos
comparados com animais controles (CTR e = 118 £ 2 mmHg, n = 7; MSG s =
138 £ 4 mmHg, n = 8, p<0,05), sem mudanga na FC (CTR .. = 350 £ 12 bpm; MSG
salina = 384 = 15 bpm).

Como mostrado na figura 1, o pré-tratamento com L-NAME
aumentou a PAM somente nos animais controles (CTR _yave = 144 £ 7 mmHg, n = 5,
MSG _nave = 145 £ 6 mmHg, n = 6, p<0,001).

Figura 1 — Efeitos da obesidade MSG sobre a presséo arterial
média (PAM) (A) e frequéncia cardiaca (FC) (B) em
ratos acordados tratados ou ndo com L-NAME. CTR
(controle); MSG (obesos MSG). * p < 0,05 vs. CTR
salina.
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5.1.2.2 Analise espectral do intervalo de pulso e pressao arterial sistolica

A figura 2A mostra que nenhuma diferenga estatistica foi encontrada
na analise PAS entre ratos controles e obesos. Nas figuras 3C, 3E e 3F, observam-
se que, na analise do IP, animais MSG apresentaram um aumento da unidade LF
normalizada (CTR gina =24 £ 4 un, n =7; MSG . =40 £ 4 un, n = 8, p<0,05) e uma
diminuicdo da unidade HF normalizada (CTR g = 76 £ 4 un; MSG g = 61 £ 4 un,
p<0,05), além de um aumento na razdo LF/HF (CTR . = 0,35 £ 0,08; MSG s =
0,81 + 0,16, p<0,05). Esses dados confirmam que animais obesos MSG apresentam
um aumento na modulagdo cardiaca simpatica e diminuicdo parassimpatica (DA
CUNHA et al., 2011).

O pré-tratamento com L-NAME n&o modificou nenhum dos

parametros analisados na variabilidade do IP e PAS no dominio da frequéncia.
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Figura 3 — Parametros espectrais do intervalo de pulso (IP) de ratos controles (CTR) e obesos MSG (MSG) tratados previamente
com solugéo salina ou L-NAME. A = grafico de barras representando a variancia total do IP, B = banda de baixa
frequéncia (LF) em unidade absoluta, C = banda de baixa frequéncia (LF) em unidade normalizada, D = banda alta
frequéncia (HF) em unidade absoluta, E = banda alta frequéncia (HF) em unidade normalizada e F = razédo LF/HF. * p

< 0,05 vs. CTR salina.
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5.1.2.3 Analise da sensibilidade barorreflexa
A Tabela 2 lista a sensibilidade barorreflexa espontdnea de animais

controles e obesos MSG tratados ou ndao com L-NAME. Os resultados mostram que

nao houve nenhuma diferenga estatistica entre os grupos.

Tabela 2 — Sensibilidade barorreflexa de animais controles e obesos MSG tratados
ou ndo com L-NAME.

CTR MSG CTR MSG
SALINA SALINA L-NAME L-NAME
(n=7) (n=8) (n=5) (n=6)
Ganho (ms/mmHg) 132+02 106 +0.1 1.1+02 085+0.1

CTR (controle); MSG (obesos MSG). Valores expressos como média + EPM.

5.1.3 Analises Bioquimicas

5.1.3.1 Niveis de prostaglandinas plasmaticas (PGE,)

Os niveis plasmaticos de prostaglandinas foram avaliados nos
animais controles e obesos MSG pré-tratados com solucao salina ou L-NAME. Ratos
obesos MSG (8123 + 646 pg/mL, n = 6) apresentaram um aumento nos niveis
plasmaticos de PGE2 comparado com ratos controles (6367 + 327 pg/mL, n = 7,
p<0,05) (Figura 4). O pré-tratamento com o inibidor n&o seletivo da cNOS, L-NAME,
atenuou os niveis de PGE, nos dois grupos, porém a diminuicdo nos animais MSG
foi maior (CTR _yave = 4984 + 194 pg/mL, n = 5; MSG _yave = 3410 £ 328 pg/mL, n =
6, p<0,05).
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Figura 4 — Niveis plasmaticos de prostaglandinas (PGE2) em animais controles
(CTR) e obesos MSG (MSG) tratados com solug&o salina ou L-NAME.
*p <0,05vs. CTR salina; # p < 0,05 vs. MSG salina.
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5.1.3.2 Avaliacdo de estresse oxidativo no plasma

5.1.3.2.1 Avaliacdo da lipoperoxidagdo plasmatica por reacdo de

quimiluminescéncia

A analise dos niveis plasmaticos de lipoperoxidacdo mostrou que
ratos com obesidade induzida por MSG apresentaram maiores niveis de
peroxidagao lipidica em comparagédo com ratos controles, e que o pré-tratamento

com L-NAME atenuou este pardmetro em ambos os grupos (Figura 5).
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Figura5— Curvas representativas da lipoperoxdidacdo plasmatica de ratos
controles (CTR) e obesos (MSG) tratados previamente com solugao
salina (SAL) ou L-NAME.
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5.1.3.2.2 Determinacao da capacidade antioxidante total (TRAP) no plasma

A Figura 6 mostra que nao houve diferenca estatistica entre animais
controle e obesos MSG na capacidade antioxidante total do plasma (CTR salina =
3282 + 621 nM Trolox, n = 5; MSG salina = 5845 £ 1030 nM Trolox, n = 5). Foi
observado um aumento significativo desse parametro apenas nos animais obesos
MSG apds o pré-tratamento com L-NAME (MSG L-NAME = 12196 £ 197 nM Trolox,
n =5; p< 0,001).
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Figura 6 — Capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP) de ratos controle
(CTR) e obesos MSG (MSG) ) tratados previamente com solugao salina
ou L-NAME. * p < 0,05 vs. CTR salina; # p < 0,05 vs. MSG salina.

15000+

10000+

N trolox

5000+

CTR SALINA
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A marcagao imunohistoquimica de iINOS no tecido cardiaco mostrou um

padrao semelhante ao observado no plasma para lipoperoxidacado, na qual os ratos com

obesidade induzida por MSG apresentou maior score para marcagcdo de iINOS. O

tratamento com L-NAME aumentou a marcacdo apenas nos animais controles, sem

nenhuma alteragao nos animais obesos MSG (Figura 7).



51

Figura 7 — Imunohistoquimica para a iINOS no tecido cardiaco (A) e o score para
marcagao da imunohistoquimica (IHC) para iNOS (B) de ratos controle
(CTR) e obesos MSG (MSG) tratados previamente com solugao salina
ou L-NAME. * p < 0,05 vs. CTR salina.
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5.1.5 Producdo de Oxido Nitrico e Anion Superéxido em Células Endoteliais

Isoladas de Aorta

A producao basal de NO em células endoteliais da aorta de ratos
controle (5362,0 + 256,5 IF, n = 5) foi maior do que em ratos MSG (1324 £ 46 IF, n =

4, p<0,001) (Figura 8). Nas células endoteliais, no estado basal, houve um aumento
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da producgado de NO pelo estimulo ACh tanto em ratos controle como MSG (CTR =
7260 + 98 IF; MSG: 2331 + 98 IF, p <0,001). No entanto, a producédo de NO apds o
estimulo com a ACh manteve-se maior nos animais controles em comparagao com

o0s obesos MSG.

Figura 8 — Intensidade de fluorescéncia (IF) emitida pela sonda sensivel ao NO
(DAF-2DA) em condigdes basal e estimulada com acetilcolina (ACh) em
ratos controle (CTR) e obesos MSG (MSG). (*) diferenca entre ACh e
Basal para MSG - p<0,01; (**) diferenga entre Basal e Branco para CTR
— p<0,001; (***) diferenca entre ACh e Basal para CTR — p<0,001; (*)
diferenca entre ACh de MSG e CTR - p<0,001; (y) diferenga entre Basal
de MSG e CTR - p<0,001.
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A producgao basal de O, foi maior nas células endoteliais da aorta de
ratos MSG (48544 + 1225, n = 4, p<0,001) comparada com ratos controle CTR
(28357 = 461, n = 5) (Figura 9). Contudo, a produgao de O, foi aumentada apds
estimulo com ACh nos animais controles, enquanto que em ratos obesos MSG, essa
producao foi reduzida quando comparada com o respectivo valor basal. Embora o
estimulo com ACh tenha reduzido a producdo de O, pelas células endoteliais da

aorta dos animais MSG, estes niveis permaneceram maiores nesses animais
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(40225,2 + 634,0, p<0,001) em comparagcdo com os animais controles (31090 *
1030).

Figura 9 — Intensidade de fluorescéncia (IF) emitida pela sonda sensivel a EROs
(DHE) em condicbes basal e estimulada com acetilcolina (ACh) em ratos
controle (CTR) e obesos MSG (MSG). (*) diferenga entre Basal e Branco
para CTR - p<0,001; (**) diferenca entre ACh e Basal para CTR —
p<0,05; (***) diferenca entre Basal de MSG e CTR — p<0,001; (¥
diferenca entre ACh de MSG e CTR, ACh e Basal para MSG - p<0,001.
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5.2 PARTE 2 — ENVOLVIMENTO DA VIA INDUZIDA DA PRODUCAO DE OxIDO NiTRICO NOS
PARAMETROS CARDIOVASCULARES, AUTONOMICOS E INFLAMATORIOS DE RATOS COM

OBESIDADE INDUZIDA POR GLUTAMATO MONOSSODICO

5.2.1 Caracterizagcado da Obesidade MSG

Nenhuma das caracteristicas que assinalam a obesidade em ratos
MSG ja mostradas na Tabela 1 foi alterada pelo pré-tratamento com aminoguanidina
(Tabela 3), a nao ser o fato de que nos animais obesos tratados o peso corporal nao

€ mais diferente quando comparado ao seu controle.
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Tabela 3 — Efeitos da administragcdo de MSG neonatal em ratos adultos pré-tratados
com salina ou aminoguanidina.

CTR MSG CTR MSG
SALINA SALINA AMINO AMINO
(n=7) (n=8) (n=9) (n=7)
Peso (g) 374 + 1617 316 :6.94* 350 +1211 344 + 8.96
Comprimento naso-anal (cm) 73,039  21:032* 23 :030  21:032
Indice de Lee 0.31 +0.004 033 +0005% 031 +0.002 033 +0.004*
Gordura Perigonadal (g) 324:042 636:081* 211 +0.18 6.04 079

Gordura Retroperitoneal (g) 360+046 7.08 +0.01" 207 +020 6.63 +0.58"

CTR (controle); MSG (obesos MSG). Valores expressos como média + EPM; * p < 0,05 vs. CTR
salina.

5.2.2 Parametros Cardiovasculares

5.2.2.1 Presséao arterial e frequéncia cardiaca

Valores basais de PA e FC observada nos animais obesos MSG
mostrada na Figura 1 ndo foram alterados com o pré-tratamento com
aminoguanidina (CTR amino = 116 £ 2 mmHg, n = 9; MSG amino = 131 £ 7 mmHg, n =
7) (Figura 10).
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Figura 10 — Efeitos da obesidade MSG sobre a pressao arterial média (PAM) (A) e
frequéncia cardiaca (FC) (B) em ratos acordados tratados ou ndo com
aminoguanidina (AMINO). CTR (controle); MSG (obesos MSG). * p <
0,05 vs. CTR salina.

CTR SALINA MSG SALINA CTR AMINO MSG AMINO
B &00-
4|:||:|' ——
Can ]
g 3004
a
) 200-
L
100+
u.
CTR SALINA MSG SALINA CTR AMINO MSG AMIND

5.2.2.2 Analise espectral do intervalo de pulso e pressao arterial sistolica

O drive cardiaco simpatico aumentado e parassimpatico diminuido
observado nos animais obesos MSG pela analise do IP (Figura 3) foram modificados
pelo pré-tratamento com aminoguanidina. O tratamento resultou numa diminuigdo da
unidade LF normalizada (MSG amino = 19 £ 6 un, n = 7, p<0,05), aumento da unidade
HF normalizada (MSG amino = 81 £ 6 un, p<0,05) e diminuicdo da razdo LF/HF (MSG
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amino = 0,31 £ 0,14, p<0,05) (Figuras 12C, 12E e 12F). Nenhuma diferenga estatistica

foi encontrada na PAS apés o tratamento (Figura 11).

Figura 11 — Parametros espectrais da presséo arterial sistélica (PAS) de ratos
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Figura 12 — Parametros espectrais do intervalo de pulso (IP) de ratos controles (CTR) e obesos MSG (MSG) tratados previamente
com solugéo salina ou aminoguanidina (AMINO). A = grafico de barras representando a variancia total do IP, B =
banda de baixa frequéncia (LF) em unidade absoluta, C = banda de baixa frequéncia (LF) em unidade normalizada, D
= banda alta frequéncia (HF) em unidade absoluta, E = banda alta frequéncia (HF) em unidade normalizada e F =
razdo LF/HF. * p < 0,05 vs. CTR salina; * p < 0,05 vs. MSG salina.
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5.2.2.3 Analise da sensibilidade barorreflexa
A Tabela 4 mostra que a sensibilidade barorreflexa espontanea de

animais controle e obesos MSG também néo foi modificado pelo pré-tratamento com
inibidor da iINOS.

Tabela 4 — Sensibilidade barorreflexa de animais controles e obesos MSG tratados
ou ndo com aminoguanidina.

CTR MSG CTR MSG
SALINA SALINA AMINO AMINO
(n=7) (n=8) (n=9) (n=7)
Ganho (ms/mmHg) 132+02 1.06+01 145 03 1.74+02

CTR (controle); MSG (obesos MSG). Valores expressos como média + EPM.

5.2.3 Analises Bioquimicas

5.2.3.1 Niveis de prostaglandinas plasmaticas (PGE,)

A Figura 13 mostra que o pré-tratamento com aminoguanidina,
assim como L-NAME, atenuou os niveis de PGE2 nos dois grupos, porém a
diminuicdo nos animais MSG foi maior (CTR awno = 3428 £ 628 pg/mL, n = 8; MSG
amino = 3906 + 1046 pg/mL, n =7, p<0,05).
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Figura 13 — Niveis plasmaticos de prostaglandinas (PGE2) em animais controles
(CTR) e obesos MSG (MSG) tratados com solugdo salina ou
aminoguanidina (AMINO). * p < 0,05 vs. CTR salina; # p < 0,05 vs.
MSG salina.
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5.2.3.2 Avaliagao de estresse oxidativo e capacidade antioxidante no plasma

5.2.3.2.1 Avaliacdo da lipoperoxidacdo plasmatica por reacdo de

guimiluminescéncia

A analise dos niveis plasmaticos de lipoperoxidacdo mostrou que
ratos com obesidade induzida por MSG apresentaram maiores niveis de
peroxidacao lipidica em comparagcdo com ratos controles, e que o pré-tratamento
com aminoguanidina também atenuou este parametro em ambos os grupos (Figura
14).
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Figura 14 — Curvas representativas da lipoperoxdidagdo plasmatica de ratos
controles (CTR) e obesos MSG (MSG) tratados previamente com
solugao salina (SAL) ou aminoguanidina (AMINO).
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5.2.3.2.2 Determinacgao da capacidade antioxidante total (TRAP) no plasma

A Figura 15 mostra que, assim como o pré-tratamento com L-NAME
(Figura 6), o pré-tratamento com aminoguanidina aumentou significativamente o
TRAP apenas nos animais obesos MSG (MSG awino = 9343 + 378 nM Trolox, n = 5;
p< 0,001).
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Figura 15 — Capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP) de ratos controles
(CTR) e obesos MSG (MSG) tratados previamente com solugdo salina
ou aminoguanidina (AMINO). * p < 0,05 vs. grupo controle salina; * p <
0,05 vs. MSG salina.
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5.2.4 Marcacao Imunohistoquimica de iINOS no Tecido Cardiaco

A figura 16 mostra que apos o pré-tratamento com aminoguanidina,
a diferenca encontrada entre a marcagao imunohistoquimica de iINOS no tecido

cardiaco de animais controles e obesos MSG n&o aparecem mais.
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Figura 16 — Imunohistoquimica para a iINOS no tecido cardiaco (A) e o score para
marcagao da imunohistoquimica (IHC) para iINOS (B) de ratos
controles (CTR) e obesos MSG (MSG) tratados previamente com
solugdo salina ou aminoguanidina (AMINO). * p < 0,05 vs. CTR salina.

Score IHC

CTR SALINA MSG SALINA CTR AMINO MSG AMINO



63

5.3 PARTE 3 — EFEITO DO TRATAMENTO ANTIOXIDANTE SOBRE 0OS PARAMETROS
CARDIOVASCULARES, AUTONOMICOS E INFLAMATORIOS DE RATOS comM OBESIDADE
INDUZIDA POR GLUTAMATO MONOSSODICO

5.3.1 Caracterizacao da Obesidade MSG

Os filhotes de ratos Wistar que receberam o tratamento com MSG
durante os cinco primeiros dias desenvolveram a obesidade quando adultos, como
indicado por um aumento do indice de Lee, aumento das gorduras retroperitoneal e
perigonadal e menor CNA quando comparados aos animais controle. O pré-

tratamento com vitamina C ndo modificou nenhum desses parametros. (Tabela 5).

Tabela 5 — Efeitos da administragcdo de MSG neonatal em ratos adultos pré-tratados
com agua destilada ou antioxidante.

CTR MSG CTR MSG

AGUA AGUA vITC VITC

(n=5) (n=5) (n=5) (n=8)
Peso (g) 354 + 1354 312 + 13 06* 330 +405 310 + 6 88*
Comprimento naso-anal (cm) 24 +0.34 22 + 019 24 +0.10 22 + 0,307
indice de Lee 029+0005 0310004 029 0001  0.31+0.004"
Gordura Perigonadal (g) 3.23 +0.36 4791019 258 +0.22 559 = 0.40*
Gordura Retroperitoneal (g) 3.96 +0.82 6.74 + 083 205 +0.58 6.15 + 0.41*

CTR (controle); MSG (obesos MSG). Valores expressos como média + EPM; * p < 0,05 vs. CTR
salina;



5.3.2 Parametros Cardiovasculares

5.3.2.1 Presséao arterial e frequéncia cardiaca
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Os resultados de PAM e FC obtidos como média do registro basal
confirmam que animais MSG s&o hipertensos comparados com animais controle
(CTR sgua = 103 £ 6 mmHg, n = 5; MSG 4342 = 121 £ 4 mmHg, n = 5, p<0,05), sem
mudanga na FC (CTR sgua = 412 + 35 bpm; MSG sgua = 385 + 20 bpm).

O pré-tratamento com vitamina C atenuou a PAM apenas no grupo
MSG (CTR yirc = 107 £ 2 mmHg, n = 5; MSG yr¢c = 109 £ 3 mmHg, n = 8; p<0,05),
sem alteragdo na FC (CTR yr¢ = 375 £ 17 bpm; MSG yr¢: 381 £ 14 mmHg) (Figura

17).

Figura 17 — Efeitos da obesidade MSG sobre a pressao arterial média (PAM) (A)
e frequéncia cardiaca (FC) (B) em ratos acordados tratados ou nao
com vitamina C (vit C). CTR (controle); MSG (obesos MSG). * p <
0,05 vs. CTR agua; # p < 0,05 vs. MSG agua.
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5.3.2.2 Analise espectral do intervalo de pulso e pressao arterial sistolica

A figura 18A confirma que n&o houve nenhuma diferencga estatistica
na analise da PAS entre ratos controles e obesos e as figuras 19C, 19E e 19F
confirmam que, na analise do IP, animais MSG apresentaram um aumento da
unidade LF normalizada (CTR sgua =24 £ 4 un, n = 5; MSG 49,2 =49 £ 6 un, n = 5,
p<0,05) e uma diminui¢do na unidade HF normalizada (CTR sgua = 76 * 4 un; MSG
agua = 51 £ 6 un, p<0,05), além de um aumento na razdo LF/HF (CTR sgua = 0,34 +
0,06; MSG sgua = 1 £ 0,26, p<0,05).

O pré-tratamento com vitamina C, apenas nos animais MSG,
resultou na diminuicdo da unidade LF normalizada (MSG ic = 26 £ 4 un, n = 8,
p<0,05) aumento da unidade HF normalizada (MSG i ¢c = 74 = 4 un, p<0,05) e
diminuigéo da razdo LF/HF (MSG iic = 0,4 + 0,08, p<0,05) na analise do IP (Figuras
19C, 19E e 19F).
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Figura 18 — Parametros espectrais da pressao arterial sistdlica (PAS) de
ratos controles (CTR) e obesos MSG (MSG) tratados
previamente com agua destilada ou vitamina C (vit C). A =
grafico de barras representando a variancia total da PAS, B =
banda de baixa frequéncia (LF) e C = banda de alta frequéncia

(HF).

=
2

Varldncla |mm|—lﬁ|

m

LF [mmMg)

r

™
)

HF [mmHg"]

-
o
I

10+

S
1

(4]
1

(=1
[’

(2]
L]
b

L=3
i

—
CTR AGLA WSS AGLA CTRWTC MES T C
—_—
CTR AGUA MEG AGLIA CTRWVITC MEGEWVTC

 — T w—

CTR AGLA MEE AELLE CTRWTC NIGWTEC




67

Figura 19 — Parametros espectrais do intervalo de pulso (IP) de ratos controles (CTR) e obesos MSG (MSG) tratados previamente
com agua destilada ou vitamina C (vit C). A = grafico de barras representando a variancia total do IP, B = banda de
baixa frequéncia (LF) em unidade absoluta, C = banda de baixa frequéncia (LF) em unidade normalizada, D = banda
alta frequéncia (HF) em unidade absoluta, E = banda alta frequéncia (HF) em unidade normalizada e F = razdo

LF/HF. *p < 0,05 vs. CTR agua; # p < 0,05 vs. MSG agua.
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5.3.2.3 Analise da sensibilidade barorreflexa
Os resultados mostram que ndo houve nenhuma diferencga

estatistica entre os grupos na analise da SBR espontanea, mesmo apds o pré-

tratamento com antioxidante (Tabela 6).

Tabela 6 — Sensibilidade barorreflexa de animais controles e obesos MSG
tratados ou ndo com vitamina C.

CTR MSG CTR MSG

AGUA AcuA VITC VITC

(n=3) (n=35) {n=35) (n=8)
Ganho (ms/mmHg) 06503 107 +£03 15605 12602

CTR (controle); MSG (obesos MSG). Valores expressos como média + EPM.

5.3.3 Analises Bioquimicas

5.3.3.1 Avaliagao de estresse oxidativo no plasma

5.3.3.1.1 Avaliacdo da lipoperoxidacdo plasmatica por reacdo de

quimiluminescéncia

O pré-tratamento com vitamina C atenuou os niveis plasmaticos de
lipoperoxidagcao mais elevados de animais obesos MSG. No entanto, o tratamento
induziu a um aumento dos niveis plasmaticos de lipoperoxidacdo nos animais

controles (Figura 20).
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Figura 20 — Curvas representativas da lipoperoxdidagdo plasmatica de ratos
controles (CTR) e obesos (MSG) tratados previamente com agua
destilada ou vitamina C (vit C).
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5.3.3.1.2 Determinacdo da capacidade antioxidante total (TRAP) no plasma

Nao houve diferenca estatistica entre a capacidade antioxidante total
plasmatica de animais controles e obesos MSG (CTR sgua = 3587 + 456 nM Trolox, n
= 4; MSG 49ia = 4198 + 652 nM Trolox, n = 5), mesmo apos o tratamento
antioxidante (CTR it ¢ = 3989 + 890 nM Trolox, n = 4; MSG it c = 3211 £ 1022 nM
Trolox, n = 5) (Figura 21).
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Figura 21 — Capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP) de ratos controles
(CTR) e obesos (MSG) tratados previamente com agua destilada ou
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou que a administracdo de MSG em ratos
Wistar no periodo neonatal ocasiona, além da indugdo da obesidade
neuroenddcrina, um nivel moderado de hipertensdo na idade adulta, que
provavelmente seja em parte resultado de uma menor produgao de NO via eNOS,
uma vez que ha menor biodisponibilidade de NO em células endoteliais e elevada
producdo de EROs nos animais MSG, e deficiéncias no controle autondmico da
circulagao, onde o NO e o estresse oxidativo estejam envolvidos. Neste estudo
também avaliamos o papel da iINOS sobre parametros cardiovasculares e
autonémicos e nossos dados sugerem que a produgdo de NO por essa via esteja
aumentada no coracdo de animais obesos MSG e isso contribua para as alteracdes
autondmicas cardiacas observadas. Além disso, os estudos utilizando tratamento
com vitamina C fortaleceram a hipotese de que o estresse oxidativo pode estar
envolvido nas alteragdes cardiovasculares e autondmicas nesse tipo de obesidade e
que terapias antioxidantes podem ser avaliadas para possiveis tratamentos em
humanos.

E bem descrito na literatura que o tratamento neonatal com MSG é
capaz de induzir a obesidade em ratos, caracterizada por aumento do indice de Lee
e das gorduras viscerais e menor peso corporal e comprimento naso-anal (DE
CARVALHO PAPA et al., 2002; ROMAGNANO et al., 1982; ZELEZNA et al., 2008).
Os resultados de caracterizagdo desse trabalho e de outros estudos de nosso
laboratério (CUNHA et al., 2010, 2011; DA SILVA MATTOS et al., 2011; KARLEN-
AMARANTE et al., 2012), assim como de outros grupos que utilizaram o modelo
MSG (MIRANDA et al., 2013; SVIDNICKI et al., 2013), confirmaram que os ratos que
receberam MSG nos cinco primeiros dias de vida se tornaram obesos, devido ao
acumulo de gorduras na regido abdominal. Esse menor peso dos ratos obesos MSG
provavelmente se deve ao menor tamanho desses animais, ja que o tratamento com
MSG diminui a producdo do horménio do crescimento, resultando em uma reducao
do comprimento do corpo e atrofia da hipdfise, das gbnadas e os nervos Opticos
(ROMAGNANO et al., 1982; ZELEZNA et al., 2008). O aumento da gordura corporal,
sem qualquer alteracdo do peso corporal nos animais obesos MSG pode ser
explicada por uma menor taxa metabdlica e ndo por uma elevada ingestdo de
alimentos (MALETINSKA et al., 2008; MORRIS et al., 1998; ZELEZNA et al., 2008).
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O NO pode influenciar a composi¢cao corporal através do seu papel
modulador na regulagcdo do balango energético sobre a atividade de neurdnios
hipotalamicos (CANABAL et al., 2007; GASKIN et al., 2003; MORLEY; FLOOD,
1991, 1992; MORLEY et al., 1999). Animais alimentados com dieta hiperlipidica
apresentam menor expressdo da nNOS no hipotalamo ventromedial (VMH), no
entanto, sdo mais sensiveis ao efeito da inibicdo da NOS sobre o ganho de peso e
ingestao alimentar, sugerindo um papel do NO na hiperfagia e obesidade induzida
pela dieta palatavel (SADLER; WILDING, 2004).

Nossos resultados evidenciaram que o pré-tratamento com
aminoguanidina, inibidor da iINOS, ou com antioxidante, a vitamina C, ndo modificou
nenhum dos parametros de caracterizagao da obesidade MSG. No entanto, o pré-
tratamento com L-NAME, inibidor da cNOS, reduziu o peso corporal e a gordura
retroperitoneal apenas nos animais MSG. Assim, nossos resultados também
evidenciam um envolvimento do NO produzido pela via constitutiva nas vias
metabolicas relacionadas com o depdsito de gordura em ratos MSG. Dados da
literatura ja evidenciaram que em camundongos geneticamente obesos perdem
peso apoés tratamento com L-NAME e sugerem o envolvimento do NO no controle da
ingestao alimentar assim como no ganho de peso (MORLEY; FLOOD, 1992, 1994).
No entanto, dados recentes da literatura apontam para um possivel envolvimento do
NO da via endotelial sobre a perda de peso, onde a super expressao da eNOS
previne a obesidade induzida por dieta e regula o fenétipo do adipdcito (SESSA,
2012). Nao sabemos ao certo de que forma o bloqueio sistémico da sintese de NO
por L-NAME leva a perda de gordura em animais MSG, mas ha indicios que atuando
no SNC, o NO atua controlando o metabolismo e, por sua vez, os depdsitos de
gordura (MORLEY; FARR, 2008). No entanto, ndo se sabe se um aumento do NO
em alguma area do cérebro que controle o metabolismo possa ser responsavel pelo
aumento dos depdsitos de gordura observados nos animais MSG.

A obesidade é uma epidemia mundial, e esta fortemente associada
com a hipertensdo e doencgas cardiovasculares. Varias alteracbes centrais e
periféricas podem estar envolvidas nos mecanismos fisiopatolégicos responsaveis
pelo desenvolvimento ou a manutengdo da PA elevada na obesidade, e dentre elas
podemos destacar o aumento da atividade simpatica (HILL, 2006). A ativagao
simpatica esta implicada na patogénese da hipertensdo essencial através de

modificagdes da frequéncia cardiaca e débito cardiaco, aumento da resisténcia
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vascular periférica e retencao renal de sdédio (GRASSI, 2006; TENTOLOURIS, et al.,
2006) entre outros possiveis mecanismos. Considerando que o SNS é um
importante mecanismo de controle da fungédo cardiovascular e do metabolismo, e
que a literatura evidencia a presenca de alteracbes autondémicas em individuos
obesos (LAMBERT et al., 2010); é extremamente relevante estudar o envolvimento
do simpatico nas alteragdes cardiovasculares em modelos de obesidade.

A analise da variabilidade do IP e PAS no dominio da frequéncia é
uma ferramenta amplamente utilizada para avaliar a modulacdo autondmica
cardiovascular, especialmente em condi¢gdes fisiopatoldégicas (MALLIANI et al.,
1991). Ela é considerada um indicador sensivel da modulagcédo simpatica e permite
estabelecer a avaliagdo, o diagnostico e o progndstico de doengas que ocorrem
devido a disfungbes autonémicas, como no caso da obesidade (PAL et al., 2009).

Nossos resultados que avaliaram a VFC no IP confirmam um
aumento do componente simpatico nos animais obesos MSG ja evidenciado
anteriormente (CUNHA et al., 2010). Um estudo realizado por Scomparin et al.
(2009) mostrou que camundongos obesos MSG apresentam um aumento na
atividade do nervo vago e uma diminuicdo na atividade do nervo simpatico
retroperitoneal. Ja o trabalho de Morrison et al. (2008) verificou que o balango
autondmico nos animais obesos MSG pode variar entre os tecidos. Eles mostraram
que animais MSG diabéticos entre 65 e 70 semanas de idade tinham redugao
significativa nas concentra¢des de noradrenalina no coragao, artéria da cauda e ileo,
enquanto que as concentragdes na glandula adrenal e corpos cavernosos estavam
significativamente aumentadas. Assim, parece que as alteracbes autondmicas
observadas no modelo MSG diferem em relacdo ao sistema fisiolégico, e que
provavelmente ambos os componentes do sistema nervoso autbnomo estejam
alterados.

O reflexo barorreceptor € um sistema eficiente para controle
cardiovascular, que atua “amortecendo” as oscilagdes da PA (DAMPNEY, 1994).
Nossos resultados na analise da SBR espontdnea mostram que nao houve
nenhuma diferenca estatistica entre os grupos controle e obesos, tratados ou nao.
No entanto, recentes trabalhos que avaliaram a SBR no modelo MSG pela relagéo
entre mudangas reflexas na FC & mudancas na PAS, causada pela injecéo
intravenosa de drogas vasoativas (fenilefrina e nitroprussiato de sédio), mostraram

tanto um aumento da bradicardia reflexa ao aumento da PA pela fenilefrina
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indicando uma maior atividade barorreflexa com aumento do componente
parassimpatico (KARLEN-AMARANTE et al., 2012), como uma redugao do reflexo
bradicardico indicando uma diminui¢do vagal (KONRAD et al., 2012). Porém ambos
evidenciaram auséncia de diferenca entre as respostas taquicardias apods
nitroprussiato.

A analise da SBR do nosso trabalho foi avaliada através deteccao de
sequéncias espontaneas acopladas de alteragbes de PA e FC nos registros
continuos de PA. A literatura mostra que em individuos saudaveis, essas sequéncias
ocorrem com uma frequéncia relativamente alta, cerca de 80 sequéncias/hora.
Interessantemente, através dessas analises foi observado que entre as séries
acopladas existem varias alteragbes de PA que ndo sdo acompanhadas por
alteragdes de FC, sugerindo que mesmo em individuos saudaveis o barorreflexo
pode nao ser invariavelmente efetivo (DI RIENZO et al., 2001). Talvez por isso nao
observamos alteragbes nos nossos animais obesos MSG.

Estudos do nosso laboratério demonstraram que ratos com
obesidade induzida por MSG apresentam um nivel moderado de hipertensdo na
idade adulta acompanhado de alteracdo na modulagao simpatica cardiaca, aumento
da atividade nervosa simpatica renal, além de aumento de prostaglandinas
plasmaticas e de estresse oxidativo (CUNHA et al., 2010, 2011; DA SILVA et al.,
2012), e apds tratamento crénico com um inibidor da cicloxigenase-2 (COX-2),
celecoxibe, a hipertensao foi atenuada (CUNHA et al., 2010). Esses dados sugerem
que a inflamacdo e o estresse oxidativo estdo presentes nessa condicao
fisiopatoldgica.

O NO é um radical produzido a partir de L-arginina, numa reagao
mediada pela enzima NO sintase, que desempenha um papel importante na funcao
cardiovascular e também em processos inflamatérios (DUSSE et al., 2003). Ha
evidéncias que suportam a hipétese de que o NO desempenha um papel importante
no SNS, modulando a fung¢do circulatéria, por meio de um efeito simpatoinibitorio
(SAKUMA et al., 1992). Assim, sua inibicdo pode resultar em aumento da atividade
simpatica com elevagao dos niveis de pressao arterial (TOGASHI et al., 1992). Da
mesma forma, também é conhecido que os niveis de NO sdo diminuidos em
humanos hipertensos, proporcionando apoio a no¢do de que os niveis de NO
desempenham um papel importante na patogénese da hipertensdo essencial
(MOSS et al., 2004).
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Neste trabalho, animais controles tratados com L-NAME
apresentaram aumento dos niveis basais de PAM, sem nenhuma alteragao
significante da modulagdo autondmica. Embora esse achado parega paradoxal
considerando os inumeros trabalhos que sugerem um papel inibitério para o NO
sobre a atividade simpatica, tanto em estudos centrais (KAGIYAMA et al., 1997;
SHAPOVAL et al., 1991), como periféricos (SAKUMA et al., 1992; SOUZA et al.,
2009), nossos dados sao concordantes com dados da literatura que mostraram que
o bloqueio experimental da cNOS com L-NAME em animais acordados leva a
hipertensdo arterial sem aumento na atividade simpatica (DOS SANTOS et al.,
2010).

Contrariamente aos animais controles, os ratos obesos MSG nao
mostraram nenhuma alteragao nos valores de PAM apds o tratamento com L-NAME,
ou seja, a hipertensao observada nos animais MSG nao aumentou pelo bloqueio
cronico da sintese de NO e depois deste tratamento as diferencas encontradas na
analise da VFC entre animais controles e obesos MSG ndo aparecem mais, dando
suporte a hipotese de que o NO da via constitutiva participe das alteracbes
autondmicas observadas nos animais MSG, tanto para o componente simpatico
Como para o parassimpatico.

Dessa forma, visto que o NO endotelial € um importante modulador
do ténus vascular, a auséncia de efeito do tratamento com inibidor da cNOS na PA
observada nos ratos obesos MSG sugere uma diminui¢do importante na produgao
de NO endotelial responsavel pelo relaxamento vascular nestes animais. Nossos
resultados da determinacao de NO e O, em células endoteliais isoladas de aorta
fortalecem essa hipétese, mostrando que animais obesos MSG apresentam reducéao
na producado basal de NO e aumento de O,. Juntos, esses resultados fornecem
evidéncias de que ratos obesos MSG apresentam alteragcdo na producédo de NO,
que pode ser responsavel em grande parte pelas alteragdes cardiovasculares
encontradas nesses animais, além de corroborar com dados da literatura
(TOKAREV; JEZOVA, 2000).

lgualmente, a auséncia de efeito do L-NAME em produzir um
aumento ainda maior na PAM dos ratos obesos MSG pode ser explicado pela
diminuicao do peso corporal e gordura desses animais apos o tratamento. Dada a
associacdo entre a gordura visceral abdominal e a presenga de hipertensédo, a

literatura evidencia que uma redugé&o nos depositos de gordura estaria associada
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com uma correspondente redugcao da PA. Uma redugao na atividade do SNS seria
um dos possiveis mecanismos que ligam a redugao da gordura visceral abdominal
com redugdes na PA (DAVY; HALL, 2004; DORRESTEIJN et al., 2012).

Os valores de PAM e FC tanto de animais controles como animais
obesos MSG nado tiveram nenhuma alteracdo apods pré-tratamento com
aminoguanidina. No entanto, esse tratamento promoveu uma atenuacdo do
componente simpatico e aumento do componente parassimpatico na analise do IP
na VFC, resultando numa diminuigdo na razdo LF/HF. Esses resultados sugerem
que o NO produzido pela INOS esteja envolvido nas alteragdes autondmicas
encontradas nos ratos obesos MSG.

Modelos experimentais de obesidade apresentam expressao
aumentada da iINOS em diferentes tecidos (HA; CHAE, 2010; PERREAULT;
MARRETE, 2001; SUN et al.,, 2012). O aumento na expressdao de INOS na
obesidade pode ser ocasionada devido a produgdo excessiva de indutores como
glicose (SHARMA et al., 1995), citocinas pro-inflamatorias (WILLIAMS et al., 1994),
acidos graxos livres (SHIMABUKURO et al., 1997) e de EROs (BOJUNGA et al.,
2004).

Nossos dados mostraram um aumento na expressao da iINOS no
tecido cardiaco de ratos obesos MSG, corroborando com a participacdo do NO
produzido pela via induzida na obesidade induzida por MSG. O pré-tratamento com
aminoguanidina nao foi capaz de reduzir significativamente a marcagao para iNOS
no coragdo nem dos animais controles, nem dos obesos MSG. Talvez a dose
utilizada e/ou o tempo de tratamento ndo tenham sido suficientes. No entanto, o pré-
tratamento com L-NAME aumentou a marcagdo para iNOS apenas nos animais
controles, sem nenhuma alteragdo nos animais obesos MSG. Isso pode ser visto
como uma compensacao da via induzida para gerar NO, ja que a via constitutiva
estava sendo bloqueada com o tratamento.

Esta bem estabelecido que a obesidade esteja associada com uma
resposta inflamatéria crénica caracterizada pela produgdo anormal de citocinas e
ativacao de vias de sinalizagao inflamatérias, com aumento da expressao de iNOS
em diferentes tecidos (HA; CHAE, 2010; PERREAULT; MARRETE, 2001; SUN et al.,
2012). Os nossos dados mostraram um aumento na expressédo da iNOS no tecido
cardiaco de ratos obesos MSG, corroborando com a participacdo do NO produzido

pela via induzida na obesidade induzida por MSG. Além disso, apds o tratamento
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com aminoguanidina a expressao da iNOS nao se mostrou ser diferente entre
controle e obeso. Esses dados sao concordantes com os dados observados pela
analise espectral, o que nos permite sugerir que as disfun¢gdes autonémicas cardicas
encontradas nos animais MSG se devem em grande parte pelo aumento do NO
produzido pela via induzida no coracéo.

Outra possibilidade a cerca dos efeitos do aumento da iINOS sobre o
sistema cardiovascular seria através de um efeito central. O trabalho de Kimura et al.
(2005) sugeriu a que expressao em excesso da iINOS na RVLM causa resposta
hipertensiva via ativagao do sistema nervoso simpatico, provavelmente atribuida ao
aumento no estresse oxidativo. Sendo assim, podemos especular que o pré-
tratamento periférico com aminoguanidina atuando de forma central, levaria a
atenuacdo do componente simpatico nos animais obesos MSG. Trabalhos da
literatura ja evidenciaram respostas centrais com tratamento periférico com
aminoguanidina (LIN et al., 1999; NINKOVIC et al., 2009; ZHANG et al., 1996). No
entanto outros mecanismos, como o estresse oxidativo, mantiveram os niveis
pressoricos elevados.

O envolvimento de componentes da inflamagdao na hipertensao
observada no modelo MSG ja foi avaliado em nosso laboratério (CUNHA et al.,
2010). Nesse estudo foi mostrado que o tratamento crénico com celecoxibe, um
inibidor da COX-2, atenuou a hipertensao e o estresse oxidativo nos animais obesos
MSG.

Dados da literatura tém evidenciado que o NO participa da
inflamacdo. NO e prostaglandinas compartilham vias semelhantes e as duas
moléculas podem ser produzidas simultaneamente nos mesmos tecidos na
inflamacéao (KIM, 2011). Embora os pré-tratamentos com L-NAME e aminoguanidina
nao tenham alterado os niveis pressoéricos dos animais obesos MSG, atenuaram a
inflamac&o. O presente trabalho mostrou que os niveis plasmaticos de PGE, foram
atenuados pelos tratamentos nos animais controle e obesos, no entanto o grau de
atenuacao foi maior no grupo dos obesos.

Em outro estudo conduzido em nosso laboratorio, observamos
também que o aumento na modulagdo simpatica cardiaca presente nos animais
obesos MSG néo foi revertida pelo celecoxibe (DA CUNHA et al., 2011), sugerindo
que outros mecanismos além da inflamagao estejam envolvidos no aumento da

modulagao simpatica observada nesse modelo.
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A inflamagao sistémica e o estresse oxidativo estdo associados ao
aumento da massa de tecido adiposo visceral resultante da obesidade.
(BALISTRERI et al., 2010; RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2013; SMITH;
MINSON, 2012). A literatura aponta um aumento do estresse oxidativo na
hipertensdo essencial, bem como em pacientes hipertensos obesos. O estresse
oxidativo pode contribuir para a geragdo e manutencdo de hipertensao
principalmente através da inativagdo do NO (DOBRIAN et al., 2001; VAZIRI et al.,
2000). O NO produzido pela eNOS pode ser rapidamente inativado pela reagédo com
O, para formar OONO™ (PACHER et al., 2007). O O, pode ser formado por NADPH
oxidase ou eNOS desacoplada (GRIENDLING et al., 2000; COSENTINO et al.,
1998).

Os nossos dados mostraram que a producdo de NO em células
endoteliais isoladas de aorta foi reduzida e a produgao basal de O, foi aumentada
em ratos obesos MSG. A diminuicdo da producdao de NO em células endoteliais
podem contribuir para uma vasodilatagcdo reduzida nos ratos MSG, enquanto a
geracao de EROs pode reduzir a vasodilatacdo endotélio-dependente, ao alterar a
biodisponibilidade do NO, levando a hipertensdo. Como anteriormente demonstrado
por Forstermann e Munzel (2006), o desacoplamento da eNOS & uma das fontes
mais importantes de EROs. E um processo no qual a eNOS gera O,", quando a
concentragédo de L-arginina, o substrato da NOS, ou BH4, um cofactor da enzima, é
esgotada. Assim, os nossos dados quando integrados com os resultados anteriores
apoiam a hipotese de a participagao da producdo de NO e de EROs nas células
endoteliais isoladas da aorta de ratos MSG poderia ser devido ao desacoplamento
da eNOS. De um modo semelhante, outros estudos tém mostrado o aumento da
producdo de EROs em vasos de resisténcia de ratos obesos MSG (LOBATO et al.,
2011, 2012).

No presente estudo confirmou-se dados anteriores (CUNHA et al.,
2010), mostrando que o estresse oxidativo esta presente sistemicamente em
animais obesos MSG. O estado de baixo grau de inflamagéo presente na obesidade
pode induzir a producao de radicais livres e conduzir para o aumento da peroxidagao
lipidica (DAVIi et al., 2002). Os niveis plasmaticos de lipoperoxidacdo foram
significantemente maiores nos ratos MSG e os tratamentos com L-NAME e

aminoguanidina atenuaram a lipoperoxidagdo em ambos os grupos, porém grau de
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atenuacao foi mais elevado no grupo dos obesos. Esses resultados evidenciam a
participacdo do NO gerado tanto pela cNOS como pela iINOS no estresse oxidativo
presente nesses animais.

Em relagcdo a capacidade antioxidante total no plasma (TRAP) n&o
houve diferenga entre os grupos controle e obeso MSG no presente trabalho. No
entanto, apds os pré-tratamentos com L-NAME e aminoguanidina, houve um
aumento significativo desses valores apenas nos animais obesos MSG, refor¢ando a
participacdo do NO nesse modelo.

O estudo de Skalicky et al. (2008) também nao demonstrou
alteragcao na capacidade antioxidante total entre obesos com sindrome metabdlica e
controle, mesmo na presenca do estresse oxidativo. O fato de nao existir diferenca
entre o TRAP de animais controle e obesos MSG apenas nos diz que a capacidade
total ndo foi alterada. Entretanto, pode ser que haja variagdo de antioxidantes
especificos, os quais nao foram avaliados neste trabalho.

O pré-tratamento com vitamina C também atenuou a lipoperoxidagao
plasmatica nos animais obesos MSG, no entanto aumentou a lipoperoxidagao dos
animais controle. Nenhuma diferenga foi observada na capacidade antixodiante total
entre os grupos controle e obesos MSG, tratados ou ndo com vitamina C. Em certas
condigbes, a vitamina C pode agir como um pro-oxidante, contribuindo para danos
oxidativos através da produgdo de OH™. Ela age reduzindo Fe** para Fe?* (e Cu®
para Cu™), e na presenga de peroxido de hidrogénio (H202) estimula a formagéo de
OH™ por meio da Reacéo de Fenton. O efeito geral dependera da concentragao de
ascorbato presente uma vez que também neutraliza OH™ (DUARTE; LUNEC, 2005;
VANNUCCHI et al., 1998). Sendo assim, é provavel que a dose utilizada nesse
trabalho tenha sido benéfica para os animais obesos MSG e prejudicial para os
animais controles, agindo com um pré-oxidante.

A elevada producdo de EROs e a diminuigdo da capacidade
antioxidante desempenha um importante papel na patogénese da disfungéo
endotelial e da inflamagdo em doencgas cardiovasculares. Além de participar de
anormalidades da funcéo renal, que em conjunto, podem levar ao desenvolvimento
da hipertensdo (ELMARAKBY:; IMIG, 2010; FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011). A

literatura tem evidenciado o envolvimento do estresse oxidativo em diferentes
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modelos experimentais de hipertensdo e que 0s animais com esses tipos de
hipertensao respondem favoravelmente a terapia antioxidante (VAZIRI et al., 2000).

Nossos resultados mostraram que o nivel moderado de hipertensao
observado nos animais obesos MSG foi atenuado apés o tratamento antioxidante
com vitamina C. Também foi observado pela analise da VFC no IP, que o tratamento
com vitamina C nos animais MSG resultou numa diminuicdo do componente
simpatico, aumento do componente parassimpatico, além de uma diminuigdo no
equilibrio simpatovagal. A reducdo simultanea da atividade nervosa simpatica e da
PAM observadas neste estudo sugere que o estresse oxidativo esteja envolvido na
fisiopatologia da hipertensdao derivada da obesidade MSG, atuando tanto a nivel
central como periférico.

A nivel periférico, como mecanismo de agao vascular, é sugerido
que a vitamina C tem o potencial de eliminar os O, , impedindo a formacao de
ONOO-, aumentando a biodisponibilidade do NO e diminuindo o efeito pressorico
(OLIVEIRA-SALES et al., 2008). Ja a nivel central, citamos mais uma vez o trabalho
de Kimura et al. (2005) que alude que o estresse oxidativo na RVLM media a
hipertensdo através da ativagdo do SNS. Deste modo, sugerimos que o pré-
tratamento com vitamina C pode ter promovido um efeito central, atenuando o
componente simpatico nos animais obesos MSG.

Uma das dificuldades na utilizagao periférica da vitamina C como um
antioxidante atuando no SNC esta relacionada com a dificuldade em atravessar a
barreira hematoencefalica. Postula-se que a barreira hematoencefalica tem um meio
para transportar vitamina C lentamente, com base na observagcdo de que uma
pequena quantidade de absorgcdo foi observada no cérebro 30 minutos apds a
infusdo de vitamina C. Em contraste, a forma oxidada, o acido desidroascorbico,
entra facilmente no cérebro por meio de GLUT-1 e é retida pelo tecido cerebral na
forma de vitamina C (AGUS et al., 1997). No presente estudo podemos sugerir que o
tratamento por um periodo maior (21 dias) permitiu 0 acesso mesmo que lento até o
SNC. Para justificar o possivel transporte por meio de GLUT-1, seria necessario
avaliar sua expressao na RVLM de animais obesos MSG.

Os mecanismos através dos quais o aumento de EROs no SNC
resulta em aumento da atividade simpatica e aumento da pressdo sanguinea nao
estdo muito bem esclarecidos ainda. A literatura aponta que estas respostas podem

ser mediadas por uma interagao entre O,” e NO. O, reage rapidamente com NO,
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aumentando a formagdao de ONOO™ e diminuindo a biodisponibilidade de NO.
(KISHI; HIROOKA, 2012; WEI et al., 2009).

Considerando a acdo do NO na RVLM, a diminuicdo na sua
biodisponibilidade por uma interagcdo com EROs poderia contribuir para o aumento
da atividade simpatica e hipertensdo (OLIVEIRA-SALES et al., 2008). Por outro lado,
o0 NO produzido pela iINOS aumentaria a produ¢cao de EROs, o que influenciaria a
atividade neuronal na RVLM, ocasionando aumento da atividade simpatica e
hipertensao (KIMURA et al., 2005). Além disso, foi relatado que o ONOO™ na RVLM
teria um efeito excitotdéxico (ZANZINGER; CZACHURSKI, 2000). No entanto, seria
necessario avaliar os efeitos do NO derivado das vias constitutiva e induzida na

RVLM em animais obesos MSG, para esclarecer essa hipotese.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados nos permitem concluir que a diminuicdo da
producdo de NO através da NO sintase endotelial em ratos obesos MSG pode
contribuir para o aumento da pressado arterial destes animais devido a menor
biodisponibilidade de NO e aumento da producdo de EROs nas células endoteliais,
ambos conduzindo a um aumento da atividade simpatica. A via induzida de
producdo de NO parece estar aumentada e tem uma participagdo importante na
atividade autonémica cardiaca. Além disso, a inflamacdo e o estresse oxidativo
sistémicos presente nesse modelo também contribuem para esse aumento da
atividade simpatica. O tratamento antioxidante pode ser uma terapia recomendada

para combater os danos ao sistema cardiovascular em individuos obesos.
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ANEXO A
ESTUDO COMPLEMENTAR

Participacéo do Oxido Nitrico nos Efeitos Cardiovasculares do Glutamato em

Ratos Obesos MSG nao Anestesiados

1 INTRODUCAO

A area rostroventrolateral do bulbo (RVLM) é uma das regides
cerebrais primarias envolvidas na geragdo da condugdo simpatica. Contém
neurbnios pré-motores que enviam projecdes excitatérias diretas para os neurénios
pré-ganglionares simpaticos localizados na coluna intermediolateral da medula
espinhal (IML). Neste local fazem sinapse com os neurbnios pds-ganglionares, que
inervam os efetores do sistema cardiovascular para o corag&o, vasos sanguineos e
glandula adrenal (DAMPNEY, 1994). A atividade dos neurénios da RVLM é regulada
por neurotransmissores excitatérios como o L-glutamato e inibitérios como o acido y-
aminobutirico (GABA) e alteragdes tanto na excitagcdo quanto na inibicdo destes
neurénios influenciam diversos estados fisiolégicos e fisiopatologicos. Ja esta bem
estabelecida a importancia da area RVLM no controle do sistema cardiovascular
(GUERTZENSTEIN; SILVER, 1974; DAMPNEY, 1994; PATEL et al.,, 2001;
MUELLER, 2007) e, portanto essa area € um possivel alvo de modulagao do sistema
cardiovascular frente a alteragdes fisioldgicas ou patoldgicas.

A literatura tem mostrado que o NO exerce importante influéncia
sobre os neurbnios da RVLM, modulando sua atividade tbnica e fasica sobre a
funcdo cardiovascular (SHAPOVAL, 1991; KAJIYAMA et al., 1997; FREDA et al.,
1999; HIROOKA et al., 1996). Martins-Pinge et al. (1997) mostraram que o NO pode
ter um efeito excitatério na RVLM de ratos acordados, provavelmente em associagao
com sinapses glutamatérgicas por meio de mecanismos que envolvem a ativagao do
GMP cicllico (MARTINS-PINGE et al.,1999). Ja no estudo de Kimura et al. (2005), os
resultados sugerem que a expressdo em excesso da iINOS no RVLM causa resposta
hipertensiva via ativagao do sistema nervoso simpatico, provavelmente atribuida ao
aumento no estresse oxidativo. A literatura ainda ndo esta totalmente esclarecida em

relacdo ao papel do NO na RVLM em condi¢des fisioldgicas, ja que as condigbes
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experimentais dos varios estudos parecem interferir nas conclusées (MORIMOTO et
al., 2000). No entanto, parece haver consenso quanto a sua importante funcao
moduladora sobre os neurdnios dessa area.

O grupo de Stocker (2007) estudou a contribuicdo dos neurdnios da
RVLM na elevacao da PA em ratos obesos induzidos pela dieta hipercaldrica. Seus
dados evidenciaram que os neurbnios da RVLM contribuem na elevagdo da
atividade simpatica neste tipo de hipertensdo, oferecendo assim a primeira
identificacdo da regiao do SNC que contribui para a hipertensdo arterial induzida
pela obesidade. No estudo de Huber e Schreihofer (2011) foi observado um
aumento da atividade angiotensinérgica e diminuicdo da Gabaérgica nos neurbnios
da RVLM de ratos obesos Zucker. Porém, o conhecimento dos mecanismos neurais
dos neurbnios da RVLM nas alteragdes cardiovasculares induzidas pela obesidade
MSG, permanece desconhecido, assim como a relagédo do glutamato e NO na RVLM

nesse modelo de obesidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento do Oxido nitrico nas respostas
cardiovasculares ao L-glutamato na area rostroventrolateral do bulbo (RVLM) em

ratos acordados.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1. Avaliar a sensibilidade glutamatérgica em animais controle e
obesos pela microinjecdo de L-glutamato na area RVLM e observar o efeito da
microinje¢gdo de um scavenger de 6xido nitrico (Caboxy-PTIO) sobre essa resposta
em parametros de pressao arterial e frequéncia cardiaca, em animais nao

anestesiados.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas
(CIF) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) e todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade (CEEA, processo n°® 33645/2010-29).

Animais

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

com ciclo claro/escuro de 12 horas. Agua e ragdo foram fornecidas ad libitum.

Inducéo da Obesidade

Ratos Wistar receberam durante os cinco (5) primeiros dias de vida
injecdes intradérmicas de glutamato monossédico (4mg/g) (Sigma Co., MO, USA) e
0s animais controle receberam salina equimolar (MATHIAS et al.,, 2007). A
obesidade foi caracterizada pelo calculo do indice de Lee para cada animal aos 90
dias de vida usando a férmula (Ypeso corporal/comprimento naso-anal x 1000) e
peso das gorduras retroperitonial e perigonadal, onde peso corporal e comprimento
sdo dados em gramas (g) e centimetros (cm), respectivamente (BERNARDIS;
PATTERSON, 1968).

Implante de canulas-guia direcionadas ao RVLM

Aos 90 dias de vida, os animais controles e MSG foram submetidos
a cirurgia estereotaxica de acordo com a técnica utilizada por Martins-Pinge et al.
(1997).

Sob anestesia de pentobarbital sodico (40 mg/kg, i.p.), 0s animais
foram posicionados no aparelho estereotaxico (Insight) para implante e fixagdo com

resina acrilica de canulas-guia direcionadas bilateralmente a area RVLM utilizando-
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se as seguintes coordenadas: AP= -2,5; L= 1,8 mm em relagdo a sutura lambdoide
(atlas de PAXINOS; WATSON, 1998). Apds esta cirurgia, os animais receberam uma
dose profilatica de poli-antibidtico veterinario com estreptomicina e penicilina e

voltaram ao biotério por 3 dias para recuperagéao cirurgica.

Cateterizacado da artéria e veia femorais

Os animais controle e MSG foram submetidos a cirurgia sob
anestesia de tribromoetanol (250 mg/kg, i.p.) para implantagdo de cateteres na
artéria e veia femorais com o objetivo de monitorizagdo da pressao arterial e
administragao de drogas se necessario, respectivamente.

Os cateteres eram constituidos por segmentos de polietilieno PE-10
(4-5cm) soldados a segmentos de polietileno PE-50 (12-13 cm), previamente
preenchidos com solugdo salina 0,9% e anticoagulante (15 U/mL de heparina em
solugdo salina) e obstruidos com um oclusor.

Apods a implantagdo dos cateteres, os mesmos foram exteriorizados
na regiao dorsal do animal através de um trocater por via subcutanea e fixados a
pele por sutura cirurgica. Os animais foram mantidos em caixas individuais durante

todo o periodo pés-operatorio.

Registro cardiovascular

O registro direto da PA e FC foi realizado 24 horas apds o
procedimento cirurgico de implantagdo dos cateteres, permitindo a recuperagéo dos
animais dos efeitos anestésicos.

A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de presséao
(MLTO380, ADInstruments) conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (Powerlab, 4/20T, ADInstruments), obtendo-se assim a presséo
pulsatil, PAM e FC. Durante o periodo de registro os animais foram mantidos dentro
de caixas individuais em ambiente silencioso. O registro basal foi obtido por pelo
menos 30 minutos de registro. Em seguida os animais que foram submetidos ao

protocolo experimental.
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Protocolo experimental

Apds o registro basal da PA de animais controles e obesos, foi
realizada a microinjecéo unilateral de L-glutamato (5nmol/100nl) (MARTINS-PINGE
et al, 2007) seguido do carboxy-PTIO (scavenger de NO, 1nmol/100nl)
(BUSNARDO et al., 2010) de acordo com o esquema:

Microinjecdo Microinje¢do Microinjecdo
L-glutamato Carboxy-PTIO L-glutamato
Registro Retorno valor Retorno valor
basal PA basal basal
30 min 5 min 5 min

Ao final do protocolo experimental os animais foram eutanasiados
com uma dose letal de anestésico e em seguida realizado os procedimentos de
marcagao dos sitios de microinjecao e retirada do cérebro para posterior analise

histologica.

Marcacdao e histologia do cérebro

Logo apds a eutanasia dos animais, os sitios de microinjegao foram
marcados com uma solugéo de azul de Evans 2% (100nl). Depois, os animais
tiveram seus cérebros retirados e colocados em formalina 10% para posterior
analise histoldgica.

Os cérebros foram cortados em microtomo de congelamento através
de cortes de 25um de espessura e corados pela técnica do vermelho neutro 1%.

A confirmacdo do sitio de microinjecdo unilateral na RVLM foi
detectada através da visualizacdo de corte histolégico com marcagdo com corante
Azul de Evans e auxilio do Atlas Paxinos e Watson (1998) e por meio de um mapa
da superficie ventral do bulbo. Somente os animais que tiveram os sitios marcados

na area do RVLM foram considerados como animais experimentais.
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Andalise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o
programa estatistico “INSTAT” (GraphPad, San Diego, CA). Os resultados foram
expressos como média = erro padrao da média (EPM). Mudangas nas respostas
maximas induzidas por microinje¢ao de drogas na area RVLM foram analisadas pelo
teste t de Student pareado. As comparagdes entre os grupos controles e
experimentais foram analisadas pelo teste Anova One Way, seguido de Newman

Keuls post hoc, considerando as diferencas significantes para um valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao da obesidade MSG

O tratamento com MSG durante os cinco primeiros dias de vida em
filhotes de ratos Wistar induziu a obesidade em ratos adultos, como indicado por um
aumento do indice de Lee e aumento das gorduras retroperitoneal e perigonadal nos
animais MSG quando comparados aos animais controle (Tabela 1). Além disso,
ratos MSG mostraram um menor peso corporal e CNA que os ratos controle. Estas

observagdes constituem a caracterizagao da obesidade em ratos MSG.

Tabela 1 — Efeitos da administracdo neonatal de MSG em ratos adultos.

CTR MSG
(n=7) (n=8)
Peso (g) 362 + 11.74 293 + 10.80*
Comprimento naso-anal (cm) 2457 + 0.20 20.56 + 0.42*
indice de Lee 28.97 + 0.12 32.33 + 0.57"
Gordura Perigonadal (g) 311+ 0.31 6.67 + 0.27*
Gordura Retroperitoneal (g) 2.85:0.35 5.42 + 0.40"

CTR (controle); MSG (obeso MSG). Valores expressos como média + EPM
*p < 0,05 vs. grupo controle

4.2 Histologia e localizagéo da area RVLM

A confirmacado do sitio de microinjecdo unilateral na RVLM foi
realizada através da visualizagdo de corte histologico corado com azul de Evans,
auxilio do Atlas Paxinos e Watson (1998) e por meio de um mapa da superficie

ventral do bulbo (Figura 1). Somente os ratos com marcagdo da microinjecdo na
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area RVLM foram considerados para analise, tendo o nucleo Ambiguo (NA) como
referéncia para localizagado da RVLM (Figura 2).

Figura 1 — Mapa da superficie ventral do bulbo com localizagdo bilateral da area
RVLM. XII Nervo craniano; C1: Primeiro nervo cervical.
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Figura 2 — Corte histologico e diagrama da regido bulbar com a marcagéo do sitio
central de injecdo na RVLM. NTS: Nucleo Trato Solitario; nA: Nucleo
Ambiguo; Sp5: nucleo espinhal do trigémeo; py: Trato Piramidal.
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4.3 Pressao arterial e frequéncia cardiaca basais

Os valores de referéncia para a pressédo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) para cada grupo foram obtidos como o valor médio do
periodo de registro basal de pelo menos 30 minutos para cada animal. Os dados da
figura 3 mostram que n&o houve diferenca na PAM e FC basal entre os grupos
controle (PAM = 119 + 4 mmHg, FC = 367 + 11bpm, n = 7) e obesos MSG (PAM =
115 £+ 2 mmHg, FC =390 £ 21 bpm, n = 8).

Figura 3 — Efeitos da obesidade MSG sobre a pressao arterial média (PAM) (A) e
frequéncia cardiaca (FC) (B) em ratos acordados. CTR (controle); MSG
(obesos MSG).
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4.4 Microinjecao de L-glutamato e Carboxi-PTIO em ratos controle e obesos
MSG

A primeira microinjegdo de L-glutamato produziu um aumento na
PAM dos animais CTR e MSG, no entanto, a magnitude desta resposta foi maior nos
animais obesos (APAM CTR = 41 £ 6 mmHg; MSG = 61 £ 6 mmHg, p<0,05). Tal
diferenca estatistica ndo foi mais observada na segunda microinjecdo de L-
glutamato, que foi realizada apds a microinje¢cdo do Carboxi-PTIO, um scavenger de
NO (APAM CTR =49 + 7 mmHg; MSG = 58 + 7 mmHg) (Figura 4).

Figura 4 — Alteragbes da PAM induzidas por microinje¢do unilateral de L-glutamato
antes e depois da microinje¢ao de Carboxi-PTIO (1nmol/100nl) na RVLM
de ratos controle (CTR) e obesos MSG (MSG). * p < 0,05 vs. CTR.
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4.5 Anédlise dos valores de FC durante o protocolo experimental de

microinjecdo na RVLM

As variagbes da FC durante as respostas pressoras com
microinje¢cdes de glutamato na RVLM foram distintas. Alguns animais responderam
com aumento de FC (taquicardia) com a microinjecdo de L-glutamato antes ou
depois do scavenger, enquanto outros responderam com diminuicdo da FC

(bradicardia) em reflexo as alteragcbes de PA. (Tabela 2). A figura 5 mostra as
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alteracgdes da FC induzidas por microinjecao unilateral de L-glutamato antes e depois

da microinjecao de Carboxi-PTIO nos animais controle e obesos MSG.

Tabela 2 — Valores das alteragdes de FC durante microinje¢do de L-glutamato antes
(1?) e depois (22) do Carboxi-PTIO nos animais experimentais.

AFC Bradicardia Taquicardia Bradicardia Taquicardia
12 12 22 22
CTR -o7 + 20 41+ 27 -31+ 15 55+ 16
(n=4) (n=3) (n=3) (n=4)
MSG -48 + 11 o6 23+ 4 35
(n=7) (n=1) (n=7) (n=1)

CTR (controle); MSG (obeso MSG). Valores expressos como meédia £ EPM.

Figura 5 — Alteragbes da FC induzidas por microinje¢cao unilateral de L-glutamato
antes e depois da microinjegdo de Carboxi-PTIO (1nmol/100nl) na

RVLM.
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5 DISCUSSAO

A RVLM desempenha um papel chave na regulacdo da atividade
nervosa simpatica e da PA. Estudos eletrofisiolégicos in vivo identificaram neurdnios
tonicamente ativos na RVLM (GUYENET, 2006). A excitabilidade dos neurbnios da
RVLM é regulada por uma série de neurotransmissores, incluindo o L-glutamato.
Injecdo de L-glutamato na area RVLM aumenta descarga neuronal, aumentando a
atividade simpatica e a PA (GUYENET, 2006).

Neste estudo ndés constatamos que os animais MSG néo
apresentaram hipertensdo comparados com os animais controle, sendo seus niveis
pressoricos semelhantes. Nao sabemos ao certo o motivo dessa inconsisténcia, ja
que em outros trabalhos do grupo e neste mesmo, sem a abordagem do SNC, os
animais MSG apresentavam hipertensdo. Uma possivel explicagao seria devido a
perda de peso apos o implante crénico de canulas a RVLM, fato ja observado antes
em experimentos realizados com animais MSG e implantes de cénulas no PVN de
ratos (MATTOS, 2011).

No presente trabalho, a resposta pressora a microinjegao unilateral
de L-glutamato mostrou-se aumentada nos animais obesos quando comparada aos
controles, sugerindo que ratos obesos MSG podem ter atividade nervosa simpatica
elevada originada a partir da atividade dos neurénios na RVLM. Nossos dados
corroboram com a literatura que mostra que neurdnios da RVLM contribuem para a
elevacdo da atividade simpatica na hipertensdo derivada da obesidade em
diferentes modelos experimentais (HUBER; SCHREIHOFER, 2011; STOCKER et al.,
2007; SUHAIMI et al., 2010).

A literatura evidencia que os efeitos do NO na RVLM sobre a
regulacao da pressao arterial sdo controversos. Ha relatos que o NO na RVLM reduz
a pressao arterial por inibir a atividade nervosa simpatica; no entanto resultados
opostos também tém sido reportados (KISHI; HIROOKA, 2012; KUMAGAI et al.,
2012). Provavelmente isso se deva as varias metodologias utilizadas, espécies
animais, drogas e concentragdes diferentes (MORIMOTO et al., 2000).

Neste estudo, para avaliar a influéncia do NO na neurotransmisséo
glutamatérgica na area RVLM dos animais controles e obesos, utilizamos uma droga
scavenger de NO, o carboxi-PTIO. Nossos resultados mostraram que apos a

microinje¢cdo de carboxi-PTIO a resposta pressora a microinjecao unilateral de
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glutamato ndo se mostrou mais alterada entre os grupos controle e obeso MSG.
Esses dados sugerem a participacdo do NO na resposta glutamatérgica sobre a
atividade dos neurdnios da RVLM dos animais obesos MSG. Além disso, deve ser
ressaltado que embora n&o tenha sido estatisticamente significante, apos a
microinje¢ao do scavenger, o aumento da PA pelo glutamato teve uma tendéncia a
ser menor nos animais obesos MSG e uma tendéncia a ser maior nos animais
controles. Isso sugere que talvez as vias produtoras de NO possam estar
diferentemente reguladas nas duas situagdes experimentais.

A literatura sugere que a biodisponibilidade de NO endégeno na
RVLM pode modular o ténus simpatico da area. Ao demonstrar significativa
hipotensao e bradicardia apds a microinje¢ao bilateral na RVLM de carboxi-PTIO, o
estudo de Chan et al. (2001) evidenciou um possivel papel simpatoexcitatorio para o
NO enddégeno na RVLM na manutencéo da PAS e FC. Além disso, € possivel que 0s
nossos resultados utilizando o carboxi-PTIO possam ser devido a capacidade de
“varrer” os EROs que estariam mediando a hipertensao através da ativagdo do SNS,
como mostrado no trabalho de Aoyagi et al. (1999).

As variagbes da FC durante as respostas pressoras com
microinje¢des de glutamato na RVLM foram distintas. A bradicardia apresentada por
alguns animais se justifica como uma agao dos barorreceptores em reflexo as
alteracbes de PA. Ja a taquicardia, podemos especular que ocorreu em virtude da
estimulagcédo direta de neurbnios excitatérios da RVLM que se projetam para o
coragao. Efeitos semelhantes ja foram observados em outros estudos de
microinje¢do de glutamato na RVLM (MARTINS-PINGE et al., 2007).

Este estudo & apenas o inicio da investigacdo do papel do NO sobre
a fungao cardiovascular controlada pela RVLM em animais obesos MSG. Nosso
grupo pretende realizar as analises sobre a interferéncia das distintas vias
enzimaticas de produgdo de NO, presentes na area RVLM, e que podem estar
contribuindo para as alteracbes observadas sobre a neurotransmissao
glutamatérgica ou mesmo sobre outros neurotransmissores que ai se encontram e
controlam a fungao cardiovascular. Pretendemos também relacionar os efeitos
cardiovasculares com as alteragcbes na modulagdo autondmica, através da analise

espectral.
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