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MATTOS, Alexandro Marcio da Silva. Alteragoées Cardiovasculares, autonomicas
e comportamentais derivadas da obesidade induzida por glutamato
monossodico em ratos. 2010. 86 f. Dissertacdo (Mestrado Multicéntrico em
Ciéncias Fisiologicas) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

A hipertensdo arterial faz parte do grupo de doencas cardiovasculares que
representa o maior percentual de causas de mortalidade no mundo e atualmente
tem sido demonstrada a relagao entre hipertensao arterial e obesidade. A obesidade
€ considerada uma epidemia mundial, apresentando-se como importante fator de
risco para uma série de doencgas cronicas. O modelo de obesidade induzido por
glutamato monossodico tem sido estudado do ponto de vista metabdlico, e muito
tem-se a investigar na fisiopatologia cardiovascular e a modulagdo autonémica
envolvidas na relagdo obesidade e hipertensdo. A indugdo deste modelo, resulta
além da obesidade em anormalidades enddcrinas, comportamentais, disturbios no
crescimento, hipogonadismo, hipoatividade motora. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia das vias gabaérgicas no PVN nas respostas cardiovasculares,
analisar o balango autondmico na variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) e da
pressao arterial (PA), avaliar a atividade simpatica renal e o comportamento dos
animais com obesidade. A obesidade foi induzida pela administracao intradérmica de
4 mg/g de peso corporal de glutamato monossédico (MSG) ou salina equimolar
(controle) nos cinco primeiros dias de vida em ratos Wistar. Aos 90 dias os animais
foram anestesiados, para implantacdo de canulas-guia ao PVN e cateterizagdo da
artéria e veia femural. Depois de 24 horas foi realizado o registro da pressao arterial
média (PAM) e da FC antes e apds a microinje¢cao de bicuculina ou muscimol em
animais acordados. Apdés muscimol houve maior queda na PAM no animal obeso
MSG quando comparado com o controle. O aumento da PAM e FC apds bicuculina
nao foi diferente entre controle e obesos. A atividade simpatica renal e PAM no
animal obeso MSG anestesiado apresentaram-se aumentados comparado com os
controles. A avaliagcdo comportamental indicou aumento de ansiedade nos animais
tratados com MSG, mas, devido a hipoatividade e a apatia também observadas
nestes animais, a interpretacdo dos dados comportamentais ficou comprometida. Os
resultados sugerem que o sistema nervoso simpatico, periférico e central, parece ser
alvo de modulagdo cardiovascular na obesidade induzida por glutamato
monossaodico.

Palavras-chave: Obesidade. Glutamato monossddico. Hipertensdo. Nducleo
paraventricular do hipotalamo. Atividade simpatica. Ansiedade.



MATTOS, Alexandro Marcio da Silva. Cardiovascular, autonomic and behavioral
changes derived from msg-induced obesity in rats. 2010. 86 f. Dissertation
(Mestrado Multicéntrico em Ciéncias Fisioldgicas) - State University of Londrina,
Londrina.

ABSTRACT

Hypertension is part of the group of cardiovascular diseases that represent the
highest percentage of causes of mortality worldwide and currently has a proven
relationship between hypertension and obesity. Obesity is a worldwide epidemic,
presenting itself as an important risk factor for a number of chronic diseases. The
model of obesity induced by monosodium glutamate has been studied from the
metabolic point of view, and much has to investigate the pathophysiology and
cardiovascular autonomic modulation involved in the relationship between obesity
and hypertension. The induction of this model, besides obesity results in endocrine
abnormalities, behavioral, growth disorders, hypogonadism, motor hypoactivity. The
aim of this study was to evaluate the influence of GABAergic pathways in the PVN in
cardiovascular responses, analyze the autonomic balance in heart rate variability
(HR) and blood pressure (BP), to evaluate the renal sympathetic activity and
behavior of animals with obesity. Obesity was induced by intradermal administration
of 4 mg / g body weight monosodium glutamate (MSG) or hyperosmotic saline
(control) in the first five days of life in rats. At 90 days the animals were anesthetized
for implantation of guide cannulas in the PVN and catheterization of the femoral
artery and vein. After 24 hours was recorded mean arterial pressure (MAP) and HR
before and after microinjection of muscimol or bicuculline in awake animals. After
muscimol was larger decrease in MAP in obese MSG animals when compared with
control. The increase in MAP and HR after bicuculline was not different between
control and obese. The MAP and renal sympathetic activity in MSG obese
anesthetized animal were increased compared with controls. Behavioral evaluation
indicated increased anxiety in the MSG rats; however, considering that the animals
presented hypoactivity and decreased motivation, the interpretation of the behaviroal
analysis was compromised. The results suggest that the sympathetic nervous
system, peripheral and central, seems to be the target of cardiovascular modulation
in obesity induced by monosodium glutamate.

Key Words: Obesity. Monosodium glutamate. Hypertension. Paraventricular nucleus
of the hypothalamus. Sympathetic activity. Anxiety.
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1 INTRODUGAO

1.1 HIPERTENSAO

A pressao arterial (PA) é determinada diretamente por dois fatores
fisicos principais, o volume de sangue arterial e a complacéncia arterial, que por sua
vez sofrem a influéncia de fatores fisiologicos como a frequéncia cardiaca, volume
sistdlico, o débito cardiaco e a resisténcia periférica e a capacitancia venosa
(BERNE; LEVI, 2004). A FC, o débito sistdlico e a resisténcia periférica e a
capacitancia venosa sao, por sua vez, controlados por uma diversidade de fatores.
Por exemplo, verifica-se que o volume sistélico depende da contratilidade cardiaca,
da agao do sistema nervoso simpatico e da pressédo venosa central. A FC recebe
influéncia dos sistemas simpatico e parassimpatico, além do ritmo cardiaco
intrinseco. Finalmente, a resisténcia periférica é controlada por intermédio de fatores
locais, neurais e humorais (ROCHA; SILVA, 2008).

A hipertensdo arterial (HA) faz parte do grupo de doengas
cardiovasculares que representa o maior percentual de causas de mortalidade por
doengas como acidente vascular cerebral (AVC) e infarto agudo do miocardio (IAM).
Em 2001 as doencgas do aparelho circulatorio representaram 27% dos obitos no
Brasil (Ministério da saude, 2004). A HA constitui um agravo a saude e sua
prevaléncia na populagdo brasileira adulta varia entre 15% a 20%, aumentando
progressivamente com a idade (KOHLMANN et al., 1999).

A HA é vista como um grave problema de saude publica sendo
apontada como uma das causas mais frequentes de morbidade, tanto em paises
industrializados quanto em paises em desenvolvimento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1999). Sabe-se que a HA esta associada a outras patologias
como acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca, doencas renais e diabetes;
atualmente tem sido demonstrado que a HA esta relacionada com a obesidade,
sendo um dos componentes da sindrome metabdlica.

Muitos sao os fatores que determinam o aumento da resisténcia
periférica e/ou débito cardiaco contribuindo para a elevagao transitoria ou mantida
da hipertensdo arterial sistémica (MICHELINI, 2004). Entre esses fatores estdo a
estimulagao simpatica, o aumento das catecolaminas circulantes, hiperatividade do

sistema renina angiotensina plasmatica e tecidual, aumento dos niveis plasmaticos
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de vasopressina e de ocitocina, desequilibrio entre fatores relaxantes e contrateis
liberados pelo endotélio com predominio destes ultimos, aumento da resisténcia a
insulina, alteracbes estruturais de vasos de resisténcia (aumento da razdo da
parede/luz de artérias/arteriolas) e capilares (rarefagdo), aumento de volemia entre
outros fatores (MICHELINI, 2004; 2008a; 2008b). Estudo realizado por Bezerra e
colaboradores em 2001 mostraram que a ativagado do sistema renina angiotensina
(RAS) correlacionava-se com o aumento da FC basal e da atividade simpatica
periférica, depressdo do barorreceptor, o aumento da variabilidade da atividade do
nervo depressor aodrtico associado a redugao de sua sensibilidade, fatores estes que
contribuiram, para o aumento da PA. Apesar dos mecanismos determinantes da
hipertensdo n&o estarem completamente elucidados até o momento, algumas
hipéteses baseadas em modelos de hipertensao tem sido propostas. Destacam-se o
papel da angiotensina Il e do sistema simpatico na etiologia da hipertensao
(BEZERRA et al., 2001; HWANG et al., 1987): evidéncias experimentais sugerem
que a angiotensina Il, atuando centralmente, através de receptores AT1, modula o
balango simpatovagal aumentando as eferéncias simpaticas e inibindo as eferéncias
parassimpaticas, causando assim um aumento na pressao sanguinea. O bloqueio
dos receptores AT1 normaliza o balango simpatovagal, normalizando o tbnus
simpatico para os vasos sanguineos independente da HA, que neste modelo
experimental era mantida por fator mecanico (coarctagéo subdiafragmatica da aorta)
(BEZERRA et al.,2001).

Atualmente varios trabalhos tém estudado os mecanismos
envolvidos na associagao entre obesidade e hipertensdo uma vez que estudo
Framinghan sugerem que 78% da hipertens&o essencial em homens e 65% em
mulheres podem ser atribuidos a obesidade (GARRISON et al., 1987). Dentre estes
os fatores determinantes da HA citam-se as alteracdes hemodinamicas, a disfuncéo
endotelial, a alteracdo da pressido da perfusédo renal e da natriurese, bem como a
ativagdo do sistema renina-angiotensina e do sistema nervoso simpatico (DAVI;
HALL, 2004; DAVI; ORR, 2009; DA SILVA et al., 2009).

Estudos experimentais tém sugerido que a obesidade e hipertensao
encontram-se associadas ao aumento da atividade simpatica do nervo renal
(ALVAREZ et al., 2002; BARNES et al., 2003; ESLER et al., 2006; GRASSI et al.,
1995, 1998; HUGGETT et al.,, 2004; VAZ et al.,, 1997), embora, o mecanismo

fisiopatolégico desta relacdo seja desconhecido. Em trabalho recente observou-se



19

que a hiperatividade do sistema nervoso simpatico pode ter papel fundamental na
hipertensao derivada da obesidade (CHEN et al., 2010).

1.1.1 Controle Neural da Pressao Arterial

O Sistema Nervoso Autébnomo (SNA) desempenha papel
fundamental na manutencdo da homeostase do organismo sob condi¢gdes normais
e/ou patolégicas (KENNEY et al., 2003). O tébnus simpatico, particularmente para o
sistema cardiovascular, é gerado por descargas simpaticas originadas em areas
especificas do cérebro. Grupamentos neuronais localizados nestas regides
denominados neurbnios prémotores simpaticos, enviam projegcdes diretas para os
neurénios pré-ganglionares da coluna intermédio lateral da medula (IML), onde
fazem sinapses com os pés-ganglionares, que inervam todos os efetores do sistema
cardiovascular.

Os centros bulbares responsaveis pela manutengcado e controle do
tbnus cardiovascular autbnomo ao sistema trabalham através de mecanismos
reflexos, tais como o baroreflexo, o quimioreflexo e o reflexo cardiopulmonar
(DAMPNEY, 1994; SAPRU, 2002). As aferéncias provenientes do
mecanorreceptores arteriais projetam-se ao trato solitario (NTS) a primeira estagao
simpatica do SNC (MIURA; REIS, 1969; DAMPNEY, 1994). Neurdnios de segunda
ordem do NTS projetam-se e excitam o nucleo anbiguo(NA) e o nucleo motor dorsal
do vago (NDV), onde se localizam os neurbnios pré-ganglionares parassimpaticos
(MCALLEN; SPYER, 1976), os quais medeiam o tdbnus parassimpatico do coragao.
Outros neurbnios do NTS projetam-se e excitam neurdnios GABAérgicos da area
caudoventrolateral (CVLM) os quais projetam-se e inibem neurénios pré-motores
simpaticos localizados no bulbo rostroventrolateral (RVLM), determinando o ténus
simpatico (DAMPNEY, 1994). Os neurbnios da area caudoventrolateral (CVLM) e
rostroventrolateral (RVLM) do bulbo determinando a redugdo do ténus simpatico
(FELDBERG; GUERTZENSTEIN, 1972; GUERTZENSTEIN; SILVER, 1974), além
de mediar as alteragdes no componente simpatico dos reflexos cardiovasculares.

Desta forma elevagbes instantdaneas da pressdo arterial sao
prontamente corrigidas pelo aumento do tonus vagal e redugéo di tbnus simpatico os
quais determinam aumento da capacitancia venosa, reducao da frequéncia e

contratibilidade cardiacas e queda da resisténcia periférica total, respostas estas que
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somam para reduzir a pressao arterial, trazendo de volta aos niveis controles. Queda
instantdneas da pressdo arterial determinam respostas opostas, novamente
trazendo a pressao a seus valores basais.

Além dos centros bulbares, estruturas suprabulbares como o nucleo
parabraquial, o nucleo Kolliker-Fuse, o grupamento A5 e o nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) também estdo envolvidas com o controle cardiovascular. O PVN
tem sido bastante estudado por ser uma das principais areas centrais envolvidas na
regulacdo da atividade simpatica, uma vez que se projeta as diferentes areas
bulbares (NTS, NA, DMV, CVLM, RVLM) além de se projetar diretamente a coluna
intermediolateral da medula espinhal onde se localizam os neurbnios pré
ganglionares simpaticos (COOTE et al., 1998; LUITEN et al., 1995; PYNEER,;
COOQTE, 2000).

1.1.2 Nucleo Paraventricular do Hipotalamo

O Nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo é um nucleo largo e
achatado, orientado paralelamente ao terceiro ventriculo na parte superior no
hipotalamo, proximo ao sulco hipotalamico. Embora englobe principalmente a zona

medial, ele estende-se até a zona periventricular (BURT, 2001) (FIGURA 1).

Figura 1 — Figuras esquematicas demonstrando a localizagdo do nucleo
paraventricular do hipotalamo. (A) Visao lateral; (B) Visao frontal,
nucleo bilateral (em amarelo).
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O PVN é bastante estudado por ser um local de integracdo de
respostas autonbmicas, neuroenddcrinas e comportamentais (SWANSON;
SAWCHENKO, 1983). Além do papel bem estabelecido do PVN no eixo hipotalamo-
neurohipofise, o PVN é importante no controle homeostatico da PA e da atividade
simpatica (COOTE, 1995; COOTE et al.,, 1998; BADOER, 2001; COOTE, 2005).
Estudos morfolégicos e eletrofisiolégicos mostraram que o PVN esta conectado
reciprocamente a outras areas do cérebro envolvidas na fungdo cardiovascular
(LUITEN et al., 1995; SWANSON; KUYPERS, 1980).

A literatura tem mostrado que o PVN esta sob uma importante
influéncia inibitéria gabaérgica (MARTIN; HAYWOOD, 1993; MARTIN et al., 1997).
Segundo Boubada (1996) ha evidéncias eletrofisiologicas de projec¢des inibitdrias
para os neurdnios magnocelulares e parvocelulares do PVN provenientes de uma
area dorsal ao quiasma optico, que parece incluir o nucleo supraquiasmatico (SCN).

O acido gama-aminobutirico (GABA) é um dos mais importantes
neurotransmissores inibitorios no SNC, sendo o aminoacido inibitério de maior
abrangéncia. Um estudo eletrofisiolégico demonstrou que a grande maioria dos
impulsos sinapticos locais para os neurdnios do PVN sdo gabaérgicos (TASKER,;
DUDEK, 1993), perfazendo aproximadamente 50% da inervagao local (DECAVEL;
VAN DEN POL, 1990); uma proporcao significante desta inervagcdo gabaérgica
deriva de regides intrinsecas do hipotalamo (ROLAND; SAWCHENKO, 1993).

A diminui¢ao da acao do GABA no hipotalamo pode contribuir para a
instalacdo da hipertensdo uma vez que a sua quantidade é reduzida em modelos de
hipertensdo em animais (HAMBLEY et al., 1984). No entanto o hipotalamo contém
uma concentracao relativamente alta de GABA em animais normotensos

Em estudos recente Chen e colaboradores (2010) sugeriram que
ativacdo na atividade de neurbnios do PVN contribui de forma importante para

aumento da atividade simpatica observada em obesos.

1.1.3 Sisistema Nervoso Simpatico e a Variabilidade Cardiovascular

O sistema nervoso simpatico tem sido estudado como um importante
mecanismo envolvido na obesidade e na hipertensdo (SHIBAO et al., 2007). O
aumento da atividade simpatica promovido pela obesidade, leva a hipertensao

arterial através da vasoconstricdo periférica e do aumento da reabsorg¢ao renal de
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sodio, causando retencao de volume e aumentando reflexamente a PA (RAHMOUNI
et al., 2005). Pacientes obesos com hiperleptinemia apresentam atividade simpatica
renal aumentada (EIKELIS et al., 2003), a qual causa aumento na secregdo de
renina (YOUNG; LANDSBERG, 1977), contribuindo para o desenvolvimento da
hipertens&o arterial.

A analise espectral da variabilidade da FC e as flutuacbes da PA
permitem uma analise indireta e ndo invasiva do controle autonémico cardiovascular
em uma vasta variedade de perturbacdes fisioldégicas (AKSELROD et al., 1981;
PAGANI et al., 1986; MONTANO et al., 1994). Nas ultimas duas décadas, tem sido
demonstrado consistentemente que as variagbes batimento-a-batimento da
frequéncia cardiaca contém informagdes sobre a atividade dos efetores autbnomos
controlando o débito cardiaco (SAUL, 1990). O interesse na anadlise espectral é
focado na separagdao quantitativa dos mecanismos fisiologicamente relevantes a
partir das variagdes sequenciais na frequéncia cardiaca instantanea, a qual tem sido
mais apropriadamente chamada de sinal de variabilidade da frequéncia cardiaca
(HRVS).

O espectro de forca do HRVS em mamiferos usualmente revela trés
componentes espectrais. Os trabalhos pioneiros de Akserlrod e colaboradores
(1981) em caes anestesiados por exemplo, caracterizam um componente de alta
frequéncia (HF); um componente de baixa frequéncia (LF); e um componente de
freqUuéncia muito baixa (VLF).

O componente HF ¢é atribuido ao tonus vagal durante a inspiragéo. A
inibicdo vagal durante a inspiracdo sobre centros cardiovasculares explica o
aumento momentaneo da FC e sua acgao flutua com a frequéncia respiratéria. Em
adicao, os reflexos periféricos provenientes dos receptores de estiramento toracicos
também contribuem para a chamada arritmia sinusal respiratéria (ASR). A ASR ¢é
claramente abolida pela atropina ou pela vagotomia, e o HF tem sido usado como
indice da conducao vagal (ALTMIRAS, 1999).

O componente LF do HRVS é usualmente caracterizado por um
padrao oscilatério com um periodo de 10 segundos. Esse ritmo é originado da
prépria oscilacdo na parte vasomotora do “loop” do barorreflexo como resultado de
uma retroalimentacdo negativa (MADWED et al.,, 1989), sendo comumente
associado com flutuagdes sincronizadas na PA, as chamadas ondas de Mayer.

Antagonistas muscarinicos e B-adrenérgicos sdo capazes de alterar a area do pico



23

de LF. Em caes, o componente LF parece ser principalmente mediado pelo sistema
nervoso parassimpatico (AKSELROD et al., 1985), enquanto em ratos a influéncia
simpatica é responsavel por 80% da area de LF.

O componente VLF leva em conta oscilagdes de freqiéncia muito
baixa FC, como aquelas associadas a fatores termoreguladores humorais e locais
(ALTIMIRAS, 1999).

1.2 OBESIDADE

A obesidade pode ser definida como um disturbio da homeostasia
energética, sendo em humanos caracterizada pelo indice de Massa Corporal (IMC) >
30 Kg/mz. A obesidade caracteriza-se pelo excesso de gordura corpoérea, o qual
pode ser desencadeado por erros no metabolismo e na utilizacdo dos nutrientes ou
por balango energético positivo, que ocorre quando o valor calorico ingerido é
superior ao gasto, promovendo aumento dos estoques de energia e do peso
corporal (WHO — WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997).

A obesidade é uma tendéncia alarmante em nossos dias, em virtude
de seu rapido e constante crescimento, estando associada a varias doengas e ao
aumento da mortalidade. O aumento da prevaléncia da obesidade esta ligado as
mudangas gradativas no estilo de vida, determinadas pelo progresso ou
modernizagcdo que aumentou ndo apenas o sedentarismo, mas também o éxodo
rural, com a consequente urbanizacdo das populagcdes. O surgimento de novas
tecnologias cada vez mais ligadas a informatica e a crescente industrializagdo dos
produtos alimentares sdo os grandes responsaveis pelo sedentarismo e pela
alimentacao inadequada respectivamente, levando ao aumento de pessoas obesas
na sociedade.

Atualmente a obesidade constitui um problema de saude publica,
sendo considerada uma epidemia mundial independente de condicdes econdmicas e
sociais, apresentando-se como importante fator de risco para uma série de doencas
crénicas. Pesquisas indicam que mais de 1,6 bilhdes de adultos apresentam
sobrepeso e pelo menos 400 milhdes de adultos sdo obesos no mundo (WHO -
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005). Dados de 2008-2009 do IBGE e estudos
no Brasil mostraram que o sobrepeso atinge mais de 30% das criangas entre 5 e 9

anos de idade, cerca de 20% da populagao entre 10 e 19 anos e nada menos que
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48% das mulheres e 50,1% dos homens acima de 20 anos. Entre os 20% mais ricos,
0 excesso de peso chega a 61,8% na populagao de mais de 20 anos e € também
neste grupo em que se encontra o maior percentual de obesos de 16,9% em relagao
aos outros grupos. VIGITEL, em um estudo de 2008, encontrou uma prevaléncia de
13% de obesidade na populagao brasileira.

Quanto a relagado da obesidade com a situagao sécio econémica, os
resultados da pesquisa nacional de saude e nutrigdo (COUTINHO et al.,, 1991)
mostraram que a prevaléncia de excesso de peso aumenta de acordo com o poder
aquisitivo. A obesidade esta associada com o aumento do risco de desenvolvimento
de doengas que diminuem a qualidade e a expectativa de vida podendo levar a
morte prematura (HILL; PETERS, 1998), trazendo ainda sérias consequéncias
econdmicas relativas a custos meédicos diretos e indiretos (WOLF; COLDITZ, 1998).
Doencas como hipertensdo e diabetes mellitus tipo 2 sdao mais prevalentes em
pessoas obesas do que na populagdao em geral (PI-SUNIER, 1999), assim como
pessoas obesas s&0 mais propensas a desenvolver doengas coronarianas (KANNEL
et al., 1996), apresentando apresentam maiores niveis de estresse oxidativo apos
exercicio fisico quando comparadas com pessoas nao obesas (VINCENT et al.,
2004). A obesidade tem também sido relacionada com aumento do risco para alguns
tipos de cancer (RENEHAN et al., 2008; RENEHAN et al., 2009) e para patologias
osteoarticulares como artrite éssea de joelho promovido pelo impacto devido ao
sobrepeso em mulheres de meia-idade (HART; SPECTOR, 1993; BROWNING;
KRAN, 2007). Ha também relacao direta entre obesidade e resisténcia a insulina,
tornando individuos obesos mais propensos a desenvolver diabetes mellitus tipo 2
(MANSON et al.,1990). Estudos epidemioldgicos tém apresentado uma associagao
positiva entre obesidade e alteracbes de humor, transtornos relacionados a
ansiedade, transtornos alimentares e de personalidade (SIMON et al., 2006;
HUDSON et al., 2007; PICKERING et al., 2007; PETRY et al., 2008; SCOTT et al.,
2008).

A obesidade ¢é considerada o maior fator de risco no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCVs), mas apesar dos continuos
esforcos da comunidade cientifica, os mecanismos pelos quais ela interfere no
desenvolvimento destas patologias ndo estdo completamente esclarecidos. A
obesidade também esta relacionada com a sindrome metabdlica (SM), ou sindrome

“X”, caracterizada pela presenca conjunta de resisténcia a insulina, intolerancia a



25

glicose, hipertensédo, obesidade e hipertrigliceridemia e/ou redugao dos niveis de
HDL, a qual encontra-se associada a maior incidéncia de DCVs. O mecanismo pelo
qual a obesidade contribui para a hipertensdo é desconhecido, mas qualquer que
seja esse mecanismo, a perda de peso diminui a pressdo arterial (GALVAO;
KOHLMANN, 2002).

O tratamento farmacoldgico da obesidade, apesar de controverso no
passado, pode ser bastante util em algumas situagdes. Os agentes que inibem a
ingestdao alimentar dividem-se em dois grupos: os catecolaminérgicos e o0s
serotoninérgicos. O primeiro grupo compreende o0s anorexigenos, que atuam
diminuindo a sensagao de fome, e o segundo grupo compreende farmacos que
aumentam a acdo da serotonina, reduzindo a ingestdo alimentar por aumento da
saciedade (GALVAO; KOHLMANN, 2002).

A ansiedade também provoca varias reacdes fisicas relacionadas a
ingestdo de alimentos. Muitas pessoas dizem que quando estdo ansiosas buscam
se alimentar em demasia, conseguindo desta forma diminuir a ansiedade, o que
acaba resultando em ganho de peso (CAPITAO; TELLO, 2004). Comer por
compulsdo pode evidenciar disturbios emocionais, visto que individuos obesos
freqlientemente tendem a se autodepreciar (GALVAO; KOHLMANN, 2002).

Um fator importante para a caracterizacdo do aumento do risco a
saude decorrente da obesidade € quanto a distribuicdo do tecido adiposo (OHLSON,
1985; BJORNTORP, 1997). O termo distribuigdo refere-se a quantidade absoluta ou
relativa de tecido adiposo em diferentes regides ou compartimentos do corpo. A
distribuicdo de tecido adiposo é influenciada por fatores genéticos e ambientais,
enquanto que a massa adiposa total e regional depende do numero de adipdcitos e
da capacidade de armazenamento de gordura destes (BJORNTORP, 1991).

O termo padrao é também utilizado em discussdes relacionadas a
composi¢cédo corporal regional. O acumulo relativamente maior de tecido adiposo
subcutaneo no tronco comparado as extremidades é descrito como padrao de
distribuicdo de gordura centripeto ou localizagado central; um acumulo relativamente
maior de tecido adiposo sob o abdémen comparado com aquele sobre o quadril é
descrito como padrdo androide, e o inverso (acumulo maior do tecido adiposo no
quadril) é classificado como padrao ginecoide (MALINA, 1996).

O tecido adiposo pode também ser diferenciado em visceral (interno

ou profundo) e externo ou superficial (regido subcutanea). Estudos mostraram maior
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depdsito de gordura subcutdnea na regido gluteo-femoral no sexo feminino e, no
sexo masculino, na regiao intra-abdominal (BJORNTORP, 1991b). A gordura pode
acumular-se no interior dos adipécitos aumentando seu tamanho (hipertrofia) ou
acumular-se por formagéo de novas células adiposas (hiperplasia). O aumento da
quantidade de gordura corporal ocorre através da combinagcdo de hipertrofia e
hiperplasia dos adipocitos do nascimento a maturidade. Na idade adulta o aumento
da gordura corporal ocorre somente por hipertrofia das células adiposas.

Individuos que acumulam gordura na regido abdominal-visceral
geralmente possuem uma série de anormalidades metabdlicas, incluindo diminuigéo
na sensibilidade a insulina, que leva a hiperinsulinemia compensatéria. Estas
anormalidades metabodlicas podem levar a intoleréncia a glicose, resultando em
diabetes melito n&o insulino-dependente (DMNID), a dislipidemia e hipertenséo, a
doencga coronariana, e acidente vascular cerebral, resultantes de interacdes entre
fatores genéticos, neuroenddcrinos e ambientais, com elevacdao da taxa de
mortalidade (KISSEBAH et al., 1982, 1997).

Em com animais tem sido descrito um modelo que mimetiza, ao
menos em parte, a situacdo clinica de sindrome metabdlica rotulada como
obesidade neuroenddcrina, a qual pode ser mimetizada em ratos por meio da
administragdo subcutédnea de glutamato monossédico (MSG), um aminoacido
neuroexcitatorio lesivo ao sistema nervoso central quando em altas concentragdes,
por promover excitotoxicidade (KIZER et al., 1978).

O efeito da administragdo de MSG no periodo neonatal foi estudado
extensivamente (PERELLO et al., 2003; DOLNIKOFFI et al., 2001; MACHEO et al.,
2000; BALDO et al., 2000; OLNEY, 1969). Um numero de anormalidades enddécrinas
e comportamentais, presentes neste modelo tem sido descritas como resultado
deste tratamento: disturbio de crescimento, obesidade, disfuncao sexual (MARTINS
et al., 2004; PERELLO et al., 2003; DE CARVALHO et al., 2002; HIRATA et al.,
1997).

A administragcdo subcutanea de MSG em ratos durante o periodo
neonatal provoca a destruicdo dos corpos celulares de neurénios do SNC, devido ao
fato de que a barreira hematoencefalica ndo esta totalmente desenvolvida. A les&o
ocorre principalmente em neurdnios localizados no nucleo arqueado do hipotalamo,
uma area intimamente envolvida com o balango energético e com o eixo hipotalamo-

hipdfise, induzindo uma situagcao de desnervacao funcional deste eixo e do eixo
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hipotalamo-tecido adiposo (DAWSON et al.,, 1997). As lesbes no SNC e os
consequentes déficits potenciais tém sido usados por diferentes autores para
explicar as respostas neuroenddcrinas alteradas encontradas neste modelo
(PERELLO et al., 2003).

1.2.1 Tecido Adiposo

Antigamente, o tecido adiposo era considerado um tecido simples
que servia para o armazenamento de energia, como isolante térmico e para
estruturar e sustentar os 6rgdos do organismo. Atualmente sabe-se que o tecido
adiposo € mais do que um mero armazenador de energia, pois é capaz de secretar
muitas substancias e responde a uma diversidade de estimulos, caracterizando-o
como um tecido de intensa atividade enddécrina e metabdlica (MOHAMED-ALI et al.,
1998).

Pesquisas apontam a presenca de um leve estado inflamatério em
individuos obesos, e as prostaglandinas vém sendo exploradas dentre os potenciais
mecanismos envolvidos no aumento da PA na obesidade (CUNHA et al., 2010). Os
adipdcitos do tecido adiposo branco produzem citocinas inflamatérias, espécies
reativas de oxigénio e leptina estando a obesidade associada com o aumento de
varios destes peptideos pré-inflamatérios (MATHIEU et al., 2009; MORRIS, 2008;
LOPES, 2007; ANEJA et al., 2004). Adipocitocinas (leptina, adiponectina, resistina,
proteina estimuladora de acilagao, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-6)
sdo proteinas bioativas que modulam alguns processos fisiologicos, entre eles o
controle da ingesta alimentar, homeostase energética, sensibilidade a insulina,
angiogénese, protecado vascular, regulagdo da PA e coagulagdo sanguinea. Varios
estudos que relacionam o processo fisiopatolégico da obesidade com alteragdes na
secregao das adipocitocinas (HAVEL, 2004).

A leptina é expressa principalmente no tecido adiposo branco sendo
que a quantidade circulante €& proporcional a massa adiposa e sua produgao €
regulada pelas alteragbes induzidas pela insulina nos adipécitos (HALAAS et al.,
1995). A infus&o crbnica de leptina eleva a PA e a FC (SHEK et al., 1998; AIZAWA-
ABE et al., 2000), enquanto que a deficiéncia de leptina em ratos ob/ob diminuiu a
PA (MARK et al., 1999). A presenga de niveis circulantes elevados de leptina em

pacientes obesos sugere a existéncia de resisténcia a leptina no quadro da
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obesidade (MAFFEI et al., 1995). Concentragdes fisiolégicas de leptina inibem a
secrecdo de insulina indiretamente em ratos, via SNC (MUZUMDAR et al., 2003). E
importante salientar que tanto a deficiéncia quanto a resisténcia a leptina, em
roedores obesos, € acompanhada de resisténcia a insulina, situacdo caracteristica
da sindrome metabdlica.

A adiponectina € uma proteina secretada pelos adipdcitos cuja
expressao diminui a medida que o tecido adiposo aumenta (OUCHI et al., 1999). Ela
apresenta a capacidade de diminuir ou inibir a adesdo de mondcitos ao endotélio
vascular, suprimindo a expressido de TNFa induzida por essas moléculas de adesao
(GOLDSTEIN et al., 2004; FANTUZZI, 2005). A adiponectina tem sido avaliada como
protetora do endotélio vascular enquanto individuos que apresentam reducédo do
volume circulante da adiponectina apresentam problemas associados as disfuncoes
metabdlicas (FUNAHASHI et al., 2004). A infusdo de adiponectina melhora a
resisténcia insulinica em modelos animais de obesidade (YAMAUCHI et al., 2002). O
nivel de adiponectina encontra-se diminuido na obesidade e na resisténcia a insulina
(BERG et al., 2005; DREVON, 2005).

A resistina € uma proteina expressa especificamente no tecido
adiposo branco tendo sua produgao elevada em mondécitos e macréfagos e esta
relacionada a resisténcia insulinica (STEPPAN et al., 2001).

A proteina estimuladora de acilagdo (ASP) € uma proteina cuja
producao pelo tecido adiposo acompanha o aumento das concentragdes de insulina
e leptina circulante, e sua fungao envolve o controle de colesterol circulante total,
LDL-c e triacilglicerois (COMUZZIE et al., 2001).

O fator de necrose tumoral (TNF-a) € uma citocina pro-inflamatdria
produzida por macréfagos em processos inflamatérios. Estudos demonstram a
relagdo do TNF-a com a obesidade, sendo sua expressdo maior com 0 aumento da
obesidade e menor com a perda de peso, e, além disso, a quantidade de
triacilglicerois e acidos graxos livres circulantes influenciam na expresséo do TNF-a
(FRUHBECK et al., 2001; MORIN et al., 1997).

A interleucina -6 (IL-6), secretada pelo tecido adiposo visceral, tem
sua producido relativamente proporcional a massa corporal e inversamente
proporcional a concentragado de insulina, e € modulada pelo TNF-q, interferindo no
quadro de complicagbes da obesidade (FRIED et al., 1998). Estudos mostraram que

cardiopatas apresentaram teores circulantes elevados de IL-6 (HADDY et al., 2003).
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A IL-6 esta também relacionada a sensibilidade a insulina, pois inibe receptores
dependentes de autofosforilagdo, como é o caso do receptor de insulina,
pertencente a familia dos receptores de tirosina-quinase; assim, ela altera a
sinalizagdo da insulina nos hepatécitos, oferecendo resisténcia a acdo deste
horménio (GUIMARAES et al., 2007).

1.3 ANSIEDADE

A ansiedade em um contexto psicopatolégico pode ser definida
como um conjunto de manifestagdes somaticas — aumento da frequéncia cardiaca e
respiratoria, sudorese, tensdo muscular, nausea, sensacéo de vazio no estbmago e
lipotimia, e manifestagdes psicolégicas — apreensao, estado de alerta, inquietude,
dificuldade de concentracdo e de conciliagcdo do sono, entre outros (DRATCU;
LADER, 1993).

Com a hipbétese da interferéncia do estado emocional na
variabilidade da PA, estudos concluiram que estados emocionais como felicidade,
raiva e ansiedade em pacientes hipertensos borderline elevam a PA, encontrando
forte associagao entre a intensidade da ansiedade e a pressao arterial diastdlica
(JAMES et al., 1986).

Estudos realizados com pacientes portadores de doencas
coronarianas e psiquiatricas sugerem que transtornos de ansiedade podem estar
associados a maior mortalidade, particularmente em morte cardiaca repentina e
maior morbidade cardiaca (CORYELL et al., 1982); outros pesquisadores tem
associado altos niveis de ansiedade com pior progndéstico e maior recorréncia de
eventos cardiacos pos-infarto em pacientes coronarianos (FRASURE-SMITH et al.,
1995). Muriel e colaboradores (2006) tém também sugerido forte associagcao entre
ansiedade e origem e progressao da hipertensdo arterial, o que justifica a proposta
deste estudo sobre a avaliagdo comportamental no animal obeso MSG, objetivando

maior entendimento entre este modelo e hipertensao arterial, neste trabalho.
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2.1 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar em ratos Wistar com

obesidade induzida por MSG as alteracbes cardiovasculares, autonémicas e

comportamentais na situacado basal e durante estimulagdo e bloqueio de neurdnios
GABAérgicos do PVN.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a participacdo do aminoacido GABA na regiao do PVN
através da microinjec&o local de agonista dos receptores GABAA
(muscimol) e antagonista dos receptores GABAa (bicuculina)
sobre a PA e FC em ratos controle e obesos acordados.

Analisar o balango autonémico na variabilidade da FC e da PA
através da analise espectral no modelo de obesidade MSG e seu
grupo controle salina antes e ap6és a microinje¢gao de agonista e
antagonista GABA, diretamente nos neurbnios do PVN destes
mesmos grupos.

Avaliar a atividade simpatica do nervo renal (ASNR) em ratos
anestesiados com obesidade induzida por MSG.

Avaliar no modelo de obesidade MSG o comportamento no teste
de interagdo social, como modelo de ansiedade, e de campo

aberto, como modelo de atividade geral.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Este trabalho foi realizado no laboratério de Fisiologia e
Fisiopatologia Cardiovascular, do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas (CIF) do
Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina (UEL).
Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da UEL (CEEA n° 04/10, processo n°® 1294/201D-58). Foram utilizados ratos Wistar
machos, obtidos a partir de cruzamentos realizados no biotério setorial do CIF. Aos
21 dias de vida os animais foram desmamados e mantidos em gaiolas coletivas
(maximo de cinco animais por gaiola), a temperatura constante de 21 + 2 °C, com

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

3.2 INDUCAO DE OBESIDADE

Os animais foram divididos em dois grupos: O grupo MSG, em que
0s animais receberam durante os cinco primeiros dias de vida injegdes intradérmicas
de glutamato monossodico (4 mg/g) no dorso do animal, e o grupo controle, em que
0s animais receberam injecdes intradérmicas de salina equimolar (12 %) na mesma
regiao.

A obesidade foi avaliada aos 90 dias de vida pelo célculo do indice
de Lee [peso corporal (g)1/3 / comprimento nasoanal (CNA) (cm) X (1000)] e
posteriormente confirmada pela soma dos peso das gorduras retroperitonial e
perigonadal, que foram retiradas ao final dos experimentos. O CNA ¢é a distancia do

nariz ao anus, a qual foi mensurada com os animais anestesiados.

3.3 PEsSo CORPORAL

A partir dos 21 dias de vida os animais foram pesados diariamente
para o controle da massa corporal. Este procedimento foi realizado até o término do
experimento (90 a 96 dias de vida dos animais). Os dados coletados foram utilizados

para a elaboracéo das curvas de crescimento.
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3.4 PARAMETROS CARDIOVASCULARES

3.4.1 Grupos Experimentais

Os dois grupos de animais (MSG e Controle) foram divididos em trés
grupos cada, formando 6 grupos experimentais, sendo 3 grupos MSG e 3 grupos
Controle. Cada grupo MSG foi pareado com um grupo controle no qual foi
microinjetada a mesma substéncia no PVN. As drogas testadas foram a bicuculina
(n=6), o muscimol (n=7), e a Salina 0,9% (n=6) foi microinjetada em um par de

grupos para serem usados como controles na analise dos dados (MSG e Controle).

3.4.2 Implante de Canulas-Guia Direcionadas ao PVN

A metodologia de fixagdo de canulas-guia direcionadas ao PVN foi
realizada de acordo com de Abreu e colaboradores (2009). Os ratos foram
anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/Kg, i.p.) e foram postos em decubito
ventral em um aparelho estereotaxico (Insight). A barra incisiva foi posicionada 5,0
mm abaixo da linha interaural. Para inicio do procedimento cirurgico foi realizada a
tricotomia da cabeca do animal seguida de abertura da pele no sentido rostro
caudal, deixando em evidéncia a sutura bregma. A seguir, foram produzidos dois
forames bilaterais e equidistantes da linha média, para o implante das canulas-guia,
cujas coordenadas estereotaxicas foram obtidas do atlas Paxinous (PAXINOS;
WATSON, 1986), utilizando como referéncia a sutura bregma. As suturas cranianas
s&o mostradas na figura 2.

As coordenadas utilizadas para os grupos Controle nos animais que
apresentaram peso entre 300 a 340 gramas foram: AP= -1,7 mm; L= 0,5 mm; e DV=
6,6 mm, e para os animais que apresentaram peso entre 340 a 380 gramas as
coordenadas foram: AP=-1,8 mm; L= 0,5 mm; e DV= 6,6 mm.

As coordenadas para os animais dos grupos MSG que
apresentaram peso entre 280 a 320 gramas foram AP=-1,4 mm; L= 0,5 mm; e DV=
5,4 mm, e 0s animais para os animais que apresentaram peso entre 320 a 360

gramas as coordenadas foram: AP=-1,5 mm; L= 0,5 mm; e DV= 5,6 mm.
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Figura 2 — Figura esquematica com a localizagao das
suturas de referéncia para a cirurgia
estereotaxica. 01 — sutura coronal; 02 —
sutura sagital; 03 — sutura lambddide. A
seta indica a sutura bregma.

A torre do estereotaxico foi posicionada sem inclinagao (0 grau), e
para dar suporte as canulas-guia utilizou-se uma pecga (pé de pato) com encaixe
entalhado para as canulas-guia e estas ficaram separadas pela distancia de 1 mm.
Foram fixados no cranio do animal dois parafusos pequenos, um em cada
extremidade da abertura no sentido rostro-caudal, com o objetivo de reforgcar a
fixagdo das canulas-guias pelo acrilico (Figura 3). A canula guia tinha 15 mm de
comprimento. Essas canulas foram fixadas no cranio com resina acrilica. Apos a
completa fixagdo das canulas, a torre do estereotaxico foi removida e com o objetivo
de nao obstruir as canulas-guia até a realizagao dos experimentos, foi introduzido
nas mesmas um oclusor (Figura 4). Em seguida, o animal foi retirado do aparelho
estereotaxico e como medida profilatica, apos a cirurgia cerebral administrou-se uma

dose de penicilina por via intramuscular.

Figura 3 — Rato Wistar ap6s a cirurgia de
estereotaxia com as canulas
implantadas no PVN
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Figura 4 — Rato Wistar no equipamento estereotaxico

3.4.3 Canulacio da Artéria e Veia Femorais

Com a finalidade de registrar os parametros cardiovasculares os
animais foram submetidos a outro procedimento cirurgico, a canulagdo da artéria
femoral. Para possivel necessidade de injecdo de drogas, foi canulado também a
veia femoral.

Os catéteres foram confeccionados com um segmento de polietileno
PE-10 (4-5 cm) soldado a um segmento de polietiieno PE-50 (12-13 cm), e as
canulas foram preenchidas com solucao salina 0,9% e obstruidas com um oclusor.
Apos verificar se o animal permanecia anestesiado e avaliar se havia ou ndo a
necessidade de um ajuste através de uma nova administracdo de pentobarbital, foi
realizada a tricotomia do flanco inferior direito do animal e entdo uma incis&o de 1,0
cm foi feita na fossa iliaca direita, e a artéria femoral direita foi dissecada (Figura 5).
Um fio de algodao foi utilizado para isolar a regido distal da artéria femoral e uma
pinga hemostatica foi nela colocada, obstruindo temporariamente o fluxo arterial. Em
seguida, um pequeno corte foi feito na artéria femoral e o catéter foi introduzido e
cuidadosamente atado a artéria. O mesmo procedimento foi realizado para a

implantagdo de um catéter na veia femoral, localizada ao lado da artéria femoral.
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Figura 5 — Processo de canulacéo da artéria e veia femoral em rato Wistar
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Apos esse procedimento, os catéteres foram exteriorizados na
regido dorsal do animal através de um trocater por via subcutanea e fixados a pele
por sutura cirurgica, e por fim, o catéter da artéria femoral foi preenchido com um
anticoagulante (15 U/mL de heparina) e obstruido novamente com um oclusor.

Os animais, durante o periodo de reabilitacido pds-anestésica, foram
mantidos em observacao e aquecidos até que acordassem e entao foram levados ao
biotério setorial do departamento e mantidos em caixas individuais durante todo o

periodo pos-operatorio (24h).

3.4.4 Microinjegao

A microinjegdo das drogas bicuculina (1mM), muscimol (15 mM) e
solugédo fisoldégica (0,9%) foi realizada com uma seringa Hamilton de 10pl, sendo o
volume microinjetado de 100nL. As agulha para a microinje¢do tinham o
comprimento de 16.0 mm e 16.2mm, sendo que a mesma agulha utilizada para a
microinje¢cdo da droga foi utilizada na microinjecdo do corante Azul de Evans para a
localizagédo do sitio da microinjegdo. A escolha das doses das drogas utilizadas foi
baseada em trabalhos prévios (DE ABREU et al., 2009).

3.4.5 Registro da Pressao Arterial e da Frequéncia Cardiaca

Apods as 24 horas de recuperagao do procedimento de canulacéo da

artéria e veia femorais, os animais foram submetidos ao registro direto da PA e FC.



36

O registro foi feito com os animais nao anestesiados, mantidos em caixas
individuais, com livre movimentacdo e em ambiente silencioso, e durante todo o
procedimento de registro o animal foi privado de ragdo e agua. Os registros foram
realizados no periodo matutino (7 — 12 horas).

A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de pressao
(MLTO0380, ADInstruments), o qual foi conectado a um sistema de registro
computadorizado (Powerlab, 4/20T, ADInstruments), obtendo-se assim os valores da
pressado arterial pulsatil (PAP) e suas derivadas: presséo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC).

Experimentos pilotos ja evidenciaram que os procedimentos
utilizados neste trabalho n&do causam reagdes dolorosas ou outro tipo de
comportamento que interfira no registro cardiovascular ou que nao seja previsivel

pela administracdo de certas substancias no PVN.

3.4.6 Protocolo Experimental

3.4.6.1 Experimento crénico

Os animais MSG e Controle Salina ao completarem 90 dias de vida,
foram submetidos a cirurgia estereotaxia e permaneceram 4 dias em recuperagao,
no biotério. No quinto dia apds a estereotaxia os animais foram canulados e, apos
24hs de repouso, tiveram seus parametros cardiovasculares registrados.

Os parametros cardiovasculares dos animais foram registrados
durante 30 minutos (registro basal), e entdo foi realizada a microinjegdo de drogas
bilateralmente no PVN, através das canulas-guia implantadas. As substancias que
foram administradas no PVN sdo as seguintes: bicuculina (1 mM) e muscimol (15
mM), em um volume de 100 nL, e somente uma unica substancia foi administrada
por animal. A PA e FC foram registradas, apds a microinjegéo, por um periodo de 30

a 60 minutos.
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Figura 6 - Experimento Crénico, figura esquematica do procedimento
experimental 01 para a captacdo dos parametros
cardiovasculares.
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3.4.6.2 Experimento Agudo

Os animais MSG e Controle Salina ao completarem 90 dias de vida,
foram submetidos a cirurgia estereotaxica e logo em seguida submetidos a
canulacdo e, apos 24hs de repouso, tiveram seus parametros cardiovasculares
registrados. Os parametros cardiovasculares dos animais foram registrados

conforme descrito para o experimento Cronico.

Figura 7 - Experimento Agudo, figura esquematica do procedimento experimental
02 para a captacao dos parametros cardiovasculares.
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3.4.7 Variagao do Peso Durante as Cirurgias nos Experimentos

Os animais do grupo MSG (n=6) e do grupo controle salina (n=6),

para o experimento cronico e experimento agudo, tiveram o seu peso corporal
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verificado no periodo das 7 as 8 horas da manha3, cinco dias antes no procedimento
cirurgico de estereotaxia para o experimento crénico ou cinco dias antes do
procedimento cirurgico de estereotaxia e canulagdo para o experimento agudo,

repetido diariamente até o dia do registro do animal.

3.4.8 Perfusdo do Cérebro

Apods o término do registro e marcagdo dos sitios de microinjegéao
com 100 nl de solugdo de Azul de Evans (2%), os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico na dose de 30 mg/Kg i.v. O coragao foi exposto e uma céanula
de ponta romba foi inserida no ventriculo esquerdo e posicionada na aorta
ascendente. A fixacado do tecido cerebral foi efetuada mediante a perfusao intra-
cardiaca de 200 ml de solugado salina 0,9% seguida de igual volume de formalina

10%. O cérebro foi retirado e mantido em solugao fixadora (formalina 10%).

3.4.9 Histologia e Anatomia do Encéfalo

Antes da perfusdo, com o animal anestesiado, os sitios de
microinje¢cdo foram marcados com uma solugédo de Azul de Evans 2%, num volume
de 100 nL. Os cérebros fixados em formalina 10% foram cortados em micrétomo de
congelamento com corte histolégico de 40 um na regido do PVN. Os cortes obtidos
foram posicionados e fixados em laminas de vidro e corados pela técnica do cresil-
violeta. Somente os animais que tiveram os sitios marcados na area do PVN com
localizag&o bilateral foram considerados como animais experimentais.

Para os parametros anatomicos, o encéfalo de 15 animais MSG e 15
animais controles foram mensurados com um paquimetro para obtencdo dos
parametros antero-posteriores (AP) e dorso-ventrais (DV) por 5 observadores
diferentes, e obteve-se entdo uma média destes parametros para serem analisadas

estatisticamente (Figura 8).
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Figura 8 - Visualizagado dos cortes para a mensuragdo das coordenadas antero-
posterior (AP) e dorso-ventral (DV) respectivamente.

3.4.10 Analise Espectral da Variabilidade

A PA e a FC foram registradas durante um periodo de no minimo de
30 minutos no periodo basal e 30 minutos apds as microinjegcdes e pelo menos 10
minutos destes periodos foram processados por um software customizado que
aplica um algoritmo para detectar pontos de inflexao ciclo-a-ciclo no sinal da presséo
arterial pulsatil (PAP), desta forma determinando batimento a batimento os valores
das pressoes sistdlicas e diastolicas. Séries de intervalos de pulso (Pl) batimento a
batimento do sinal da PAP foram também gerados pela mensuragdo do espago de
tempo entre ondas sistdlicas adjacentes. De um periodo de registro basal de 60
minutos, as seéries temporais de Pl e PA sistélica (SAP) foram divididas em
segmentos contiguos de 300 batimentos, sobrepostos pela metade.

Apo6s o calculo do valor médio e variéncia para cada segmento, os
mesmos foram submetidos a uma analise espectral baseada em um modelo
autoregressivo anteriormente descrito (TASK FORCE OF THE EUROPEAN
SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY OF PACING
AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996; MALLIANI et al.,1991).

Em resumo, um modelamento dos componentes oscilatérios
presentes em segmentos estacionarios das séries temporais batimento a batimento
da SAP e PI foram calculados baseados no recurso de Levinson-Durbin com a
ordem do modelo escolhida de acordo com o critério de Akaike (MALLIANI et

al.,1991). Este procedimento permite uma quantificagdo automatica do centro de
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frequéncia e forca de cada componente oscilatorio presente na série temporal. Os
componentes oscilatérios sao definidos como tendo muito baixa (VLF: 0.01-0.20 Hz),
baixa (LF: 0.20-0.75 Hz) ou alta frequéncia (HF: 0.75-2.50 Hz). A for¢ca dos
componentes LF e HF da variabilidade da frequéncia cardiaca é também expressa
em unidades normalizadas obtidas por calculo da porcentagem da variabilidade de
LF e HF com respeito a forga total subtraindo-se a forga do componente VLF.

O procedimento de normalizagcdo tem a finalidade de minimizar o
efeito das mudancas da variancia total nos valores absolutos de LF e HF. A
proporcao entre LF e HF foi calculada para obter o indice de balanco da modulacao
autonbmica para determinar a variabilidade cardiaca (TASK FORCE OF THE
EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY
OF PACING AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996; MALLIANI et al., 1991).

3.5 ATIVIDADE SIMPATICA RENAL

O estudo foi realizado em parceria com a Universidade Federal de
Minas Gerais, com orientagcéo do Prof. Dr. Marco Antonio Peliky Fontes.

Para este experimento, foi utilizado um grupo MSG (n=5) com seu
respectivo grupo controle (n=6) para a avaliagdo da atividade simpatica renal, com
90 dias de idade. Os animais foram anestesiados com uretana (1g/Kg) por via
intraperitoneal (IP). O procedimento teve inicio com a canulagao da artéria femoral
esquerda, para implantagcdo de cateter de polietileno para o registro da pressao
arterial (PAP). O rato foi traqueostomizado e fixado em um aparelho estereotaxico. A
temperatura corporal foi mantida entre 37 a 37,5°C usando uma almofada de
aquecimento térmico. Durante todo o procedimento o animal foi avaliado quanto a
permanéncia do efeito anestésico e quanto a necessidade de suplementagao
anestésica, mantendo a profundidade da anestesia estavel durante o periodo
experimental.

Usando um microscopio de dissecacdo, o nervo renal esquerdo foi
exposto retroperitonealmente através de uma incisdo no flanco esquerdo. O nervo
renal foi dissecado na porc¢ao distal, e foi pingado com um par de eletrodos de arame
de prata para fazer a gravacédo eferente da atividade simpatica do nervo renal
(ASNR). Os eletrodos do registro foram mantidos imersos em 6leo vegetal, para

evitar a desidratacado e para conferir isolamento elétrico. O animal permaneceu por
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30 minutos no registro para estabilizar os parametros e entao foi registrado por mais
30-60 minutos, captando um sinal amplificado 2000-5000 vezes com caminho de
banda de 100-1000 kHz, monitorados com um osciloscopio. Os dados assim obtidos
sdo convertidos em pulsos padrdo que descarregam ruidos de fundo da atividade
elétrica discriminando valores reais da ASNR. Tanto as taxas de descarga quanto o
neurograma foram amostrados por um conversor analdgico-digital (Power-Lab,
ADIntruments). O catéter implantado na artéria femoral esquerda foi conectado a um
transdutor de pressao arterial (Power-lab, ADInstruments) efetuando o registro da
pressao arterial de pulso (PAP) e suas derivadas: pressao arterial média (PAM) e
freqUéncia cardiaca (FC).

Ao final do procedimento os ratos foram eutanasiados e a gordura
retroperitonial e perigonadal foi retirada para caracterizagao da obesidade.

3.6 ANALISE COMPORTAMENTAL

A analise comportamental foi realizada no Ilaboratério de
farmacologia do comportamento da Profa. Estefania Gastaldello Moreira. Neste
experimento, utilizou-se um grupo MSG (n=16) e um grupo Controle (n=14). Aos 50
dias de idade, os animais foram pareados com parceiros pertencentes ao mesmo
tratamento e mantidos no biotério em duplas nas gaiolas. Aos 80 dias de idade os
animais foram submetidos ao teste de campo aberto e, aos 82 dias de idade, ao
teste de interagao social.

A analise comportamental foi filmada e quantificada por um
observador localizado em uma sala adjacente ao Laboratoério de Atividade Geral.

Foi avaliada através de observacado direta em um campo aberto,
construido conforme especificagdes modificadas por Broadhurst, 1960. O campo
aberto constitui de uma arena circular de madeira, sendo o chao dividido por meio de
dois circulos concéntricos e segmentos de reta, em doze partes similares. O
diametro da arena utilizada para a avaliacdo de ratos adultos € de 97cm. A arena

encontrava-se uniformemente iluminada (Figura 9).



42

Figura 9 - Arena para o procedimento experimental da

analise do comportamento para os testes de
campo aberto e interagao social.

Para a analise comportamental, cada rato foi colocado

individualmente no centro da arena e, durante 3 minutos, foram registrados os

seguintes comportamentos:

etilico 5%.

Locomocao: numero de divisbes da arena adentradas pelo
animal, com suas quatro patas;

Levantar: numero de vezes em que o animal se colocou sobre as
patas traseiras;

Limpeza: tempo, em segundos, que o0 animal executou movimento
com as patas anteriores em dire¢gdo a boca ou cabeca, podendo
haver continuidade destes em dire¢cao aos pavilhdes auriculares
e/ou movimentos de lamber dirigidos, principalmente as porgdes
laterais do corpo e regido genital,

Tempo na area interna da arena: tempo, em segundos, que o
animal permaneceu no circulo central da arena;

Tempo na é&rea externa da arena: tempo, em segundos, que o

animal permaneceu na area externa da arena (rente a parede).

Ao final de cada sessdo, a arena foi limpa com solugcdo de alcool
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3.6.1 Interacao Social

Os pares de ratos foram colocados por 2 dias consecutivos, durante
8 minutos, na arena de campo aberto para que se adaptassem a arena de
observacado. No terceiro dia, os ratos pertencentes ao mesmo tratamento foram
repareados de acordo com seus pesos e novamente levados a arena do campo
aberto. Neste dia, os animais ja estavam adaptados ao ambiente e o unico estimulo
diferente era a presenga do parceiro desconhecido. Durante 5 minutos, foi registrado
o tempo, em segundos, de interacédo social entre os dois ratos, avaliado através de
alguns comportamentos exibidos pelos ratos: escalagao, investigacdo da genitalia,
locomogdo ao redor do outro, arrastar-se sob o outro e limpeza mutua.
Comportamento agressivo ndo foi considerado como interagao social (MOREIRA et
al., 2000).

Ao final de cada sessao, a arena foi limpa com uma solugao de

alcool etilico a 5%.

Figura 10 - Protocolo experimental da analise comportamental.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos dados, foi utilizado o teste t de
Student, com nivel de significancia de 95% (p<0,05). Para as comparacgdes feitas em
um mesmo animal foi utilizado o teste t de Student pareado, e para comparacdes

entre grupos de animais diferentes foi utilizado o teste t de Student ndo pareado.



44

Para comparagdes entre curvas de ganho de peso foi utilizada
ANOVA fatorial complementada com o teste de Bonferroni. Os fatores foram
denominados dia e tratamento.

Todos os resultados estdo expressos como médias + EPM.



45

4 RESULTADOS

4.1 CURVA DE GANHO DE PESO

Os animais, ap6s o periodo do tratamento, permaneceram com as
suas respectivas maes até os 21 dias de idade, quando entao foram desmamados.
A partir desta data foi realizado um acompanhamento diario do ganho de peso do
animal até os 90 dias de vida. Nosso estudo mostrou que os animais obesos do
modelo MSG apresentam ganho de peso inferior quando comparado com os animais

Controles (Figura 11).

Figura 11 — Evolucdo temporal do peso corporal dos ratos dos grupos Controle
Salina e MSG.
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* p<0.05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA multivariada para medidas repetidas complementada
com teste de Bonferroni).

Os resultados também mostraram que os animais do grupo MSG
apresentam menor crescimento quando comparados com animais do grupo
Controle. O indice de Lee do grupo MSG foi maior do que no grupo Controle,
evidenciando que os animais MSG sdo obesos, em relagdo ao grupo controle;

contudo, como os animais MSG tém tamanho menor, conforme desmonstrado pelos
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resultados do CNA foi analisado também o peso das gorduras perigonadal e
retroperitonial, somadas, ou seja a gordura total, para confirmar a obesidade dos
animais MSG, visto que o fato destes animais serem menores poderia alterar o
resultado do indice de Lee. Os resultados mostraram que o peso de gordura total do
grupo MSG é maior quando comparado com o grupo Controle, confirmando a
obesidade dos animais MSG (Tabela 1).

Assim, demonstramos que o tratamento com MSG durante os cinco
primeiros dias de vida em filhotes de ratos Wistar de fato induziu a obesidade
desejada em ratos adultos, que apresentaram maior acumulo de gordura
retroperitoneal e perigonadal. Apesar dos animais MSG pesarem menos que 0s
animais controles, eles sdo obesos por possuirem maior quantidade de gordura

corporal total.

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

PARAMETRO CONTROLE (n=10) MSG (n=10)

Peso (g) 381.2+8.73 304.2+8.35"
CNA (cm) 24.21+£0.16 20.58 £+ 0.22 *
indice de Lee 0.30 £ 0.002 0.33 £ 0.004 *
Gordura Total (g) 7.400 £ 0.45 1440 £ 0.63 *

CNA: comprimento naso-anal; Gordura Total: soma da gordura perigonadal e retroperitonial.
Estes resultados foram analisados por teste t’ Student ndo pareado.
Valores expressos como média + EPM. * p<0,05.

4.2 ANATONIA DO ENCEFALO

Durante a retirada do encéfalo dos animais para posterior
processamento histoldgico para localizagcdo do sitio de microinjecdo no PVN, foram
observadas diferengcas anatdémicas entre os encéfalos do grupo MSG e do grupo
Controle; portanto, realizou-se medidas do encéfalo nas coordenadas antero-
posterior (AP) e dorso-ventral direita e esquerda (DVD e DVE), para a averiguagao
de possiveis diferencas anatdbmicas e alteragdes das coordenadas utilizadas na

cirurgia estereotaxica. O estudo demonstrou que o grupo MSG apresenta



47

coordenadas em AP, DVD e DVE menores quando comparadas com o grupo
Controle (Tabela 2).

Apos este estudo, as coordenadas da cirurgia estereotaxica do
grupo MSG foram corrigidas, com AP diminuida em 0,2 mm e DV diminuida em 1
mm em relagdo as coordenadas utilizadas para a cirurgia estereotaxica do grupo

Controle.

Tabela 2 - Medidas em milimetros (mm) do encéfalo dos animais do grupo Controle

e MSG.
PARAMETRO CONTROLE SALINA (n=10) MSG (n=10)
AP (mm) 13.32+£0.16 11.97 £ 0.16 *
DVD (mm) 9.690 + 0.12 8.800+0.11*
DVE (mm) 9.670 £ 0.12 8.740+0.10 *

AP: antero-posterior; DVD: dorso-ventral direita; DVE: dorso-ventral esquerda.
Estes resultados foram analisados por teste t' Student nao pareado.
Valores expressos como média + EPM. * p<0,05.

4.3 PARAMETROS CARDIOVASCULARES BASAIS E PESO CORPORAL

Os valores da PA e FC basais foram calculados para uma média de

10 minutos estaveis selecionados do periodo de 30 minutos do registro basal.

4.3.1 Experimento Crénico

Nao houve diferengas estatisticamente significantes dos valores
basais de PA e FC registrados nos animais submetidos ao protocolo de experimento
crbnico, como esperado. Portanto, os dois grupos (MSG e Controle) foram
considerados normotensos, neste protocolo.

A perda de peso corporal dos animais foi calculada para quantificar o
peso que o animal perde no periodo de recuperagdo do procedimento cirurgico, ou
seja, o peso do animal no dia do registro (pds-canulacao) foi subtraido do peso do

animal no dia da realizagdo da estereotaxia. Para o experimento crénico o intervalo
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de recuperacdo foi de 6 dias. Foi observado que os animais do grupo MSG
apresentaram uma perda de peso corporal maior, quando comparados com 0s
animais controles, durante o mesmo periodo.

Com a avaliagdo do peso diario observou-se que os animais do
grupo MSG, no experimento crdnico, apds a cirurgia estereotaxica apresentavam
uma perda de peso corporal que se mantinha por todo o periodo de recuperacgao (5
dias), enquanto que o grupo controle salina apresentava perda de peso corporal no
1° dia apds a estereotaxia, mas nos dias seguintes recuperava o peso corporal e
retornava aos valores normais de peso.

A Figura 12 mostra o acompanhamento do peso dos animais

durante o periodo dos experimentos no protocolo cronico.

Figura 12 - Evolucéo do peso corporal no Experimento Crénico. O dia 0 marca o dia
da realizacdo da estereotaxia, onde se nota a perda de peso dos
animais no dia que se segue. No dia 5 foi realizada a canulagédo, aonde
pode-se observar nova perda de peso dos animais. Note que o grupo
MSG perde mais peso corporal e ndo recupera seu peso normal durante
os 5 dias de recuperagédo. CTLS — grupo controle salina, MSG — grupo
modelo de obesidade por glutamato monossoddico. Para a andlise
estatistica foi utilizado two-way ANOVA, com pos-teste Bonferroni com
valor de p<0.05. Os * marcam os resultados estatiscamente
significantes.

CTLS Cronco X MSG Crénico -peso

450
—— Controle

— MSG
400

350

& {1 1 11 4
300

Gramas

250 T T T T T T T T T 1
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6

Tempo (dia)

4.3.2 Experimento Agudo

Os animais do grupo MSG submetidos ao protocolo de experimento

agudo apresentaram valores maiores de PA basais quando comparados aos
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controles submetidos a este mesmo protocolo. Assim, os animais MSG foram
considerados hipertensos neste protocolo. Os valores de FC basais nao diferiram
significativamente entre os grupos.

A perda de peso corporal no experimento agudo nao apresentou
diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos. Ambos os animais MSG e
Controles apresentaram perda de peso no dia seguinte aos procedimentos cirurgicos
(Figura 13).

Figura 13 - Evolugdo do peso corporal no Experimento Agudo. Os dois
procedimentos cirurgicos foram realizados conjuntamente no dia 0, e
foi observada a perda de peso corporal logo no dia seguinte,
conforme pode ser visto no grafico. CTLS — grupo controle salina,
MSG - grupo modelo de obesidade por glutamato monossédico.
Para a analise estatistica foi utilizado two-way ANOVA, com pés-
teste Bonferroni com valor de p<0.05. Os * marcam os resultados
estatiscamente significantes.
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4.3.3 Experimento Crénico x Experimento Agudo

A partir destes dados preliminares, mostrados nas Figuras 12 e 13,
padronizamos todos os experimentos no protocolo agudo, considerando que o0s
animais que passaram por este protocolo apresentavam valores basais de PA e FC

mais proximos dos valores normais inerentes aos animais, ou seja, mais préximos
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dos valores de PA e FC que os animais provavelmente apresentavam antes da
realizagao de qualquer procedimento cirurgico.

Notavelmente, os animais MSG submetidos ao protocolo de
experimento crdnico apresentaram perda de peso corporal significativa, fato que
pode estar relacionado com reducao dos valores basais de PA apresentados por
esses animais, considerando que os animais MSG que passaram pelo experimento
agudo e tiveram seus parédmetros cardiovasculares basais registrados no dia
seguinte aos procedimentos cirurgicos apresentaram PA mais alta e perda de peso
semelhante aos animais do grupo Controle.

A Tabela 3 apresenta um resumo dos dados preliminares obtidos

nos protocolos de experimento cronico e agudo, para fins de comparagéo.

Tabela 3 - Comparacdo de pardmetros do experimento cronico e experimento

agudo.
EXPERIMENTO CRONICO  EXPERIMENTO AGUDO
CTR MSG CTR MSG
(n=13) (n=13) (n=13) (n=13)
PAM 108.9+1.60 107.5+ 2.41
FC 349.8£6.66 364.4+1140 3422+7.18 361.2+9.35
GT 5902+036 13.74+0.75* 7.970+0.56 15.28+0.58*

% Gordura 1.637+0.08 4.617+022* 2178+0.15 5.023+0.18*

Perda de Peso [IEIEFRIV-ZWIER X REE 6.538 + 1.19  5.000 + 0.78

% Perda de Peso [RIKYETNTINAKYENIRMN 1.751 £ 0.32 1.610 £ 0.26

CTR: Grupo Controle; PAM: pressao arterial média; FC: freqiéncia cardiaca; GT: Gordura Total; %
gordura: % gordura corporal; Perda de Peso: peso que o animal perdeu no intervalo do
primeiro ato cirdrgico até o dia do registro; %perda de peso: % de peso corporal perdida em
relagdo ao peso do animal antes do primeiro ato cirdrgico. Note que ndo ha perda de peso
significativa entre os grupos no experimento agudo. Analise estatistica por teste t' Student ndo
pareado.

Valores expressos como média £ EPM. *p<0,05 (Valores realgados).

4.4 EFEITOS CARDIOVASCULARES A MICROINJECAO DE DROGAS NO PVN

Para a anadlise das alteragbes cardiovasculares causadas pela
microinje¢ao de drogas no PVN, foi calculada a variagdo do parametro analisado, PA

ou FC (valor A), considerando o pico maximo de variagao (para mais ou para menos)
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obtido apds a microinjecao da droga, em relacéo aos valores basais registrados. Os
valores basais foram rotulados de valores “pré-droga”, e o pico maximo de resposta
obtida apds a microinjegao da droga foi chamado de “pds-droga”.

Assim, as analises foram realizadas baseadas na alteragdo maxima
dos parametros cardiovasculares evocada pela microinjecdo de uma determinada
droga no PVN.

4 .4 1 Bicuculina

Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os
grupos para os valores de APA (mmHg) e AFC (bpm) obtidos nos animais em que foi
microinjetado um antagonista gabaérgico seletivo GABAa no PVN. Os valores de A
obtidos foram positivos (ocorreu aumento de PA e FC nos animais). As Figuras 14 e
15 e a Tabela 4 sumarizam os resultados obtidos para os grupos nos quais foi

microinjetada a Bicuculina.

Figura 14 — Registro Cardiovascular de um animal MSG antes e apds a microinjegao
de Bicuculina.
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Tabela 4 — Efeitos da microinjegdo de bicuculina no PVN sobre a pressao arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos acordados.

REGISTRO-BASAL~
o CTR-SALINA-(n=6)n MSG-(n=6)n
PAM= 110-+2 74 118.2-4-1.11-"a
FCno 342 8 +6.59 = 343 6+7 720
APOS-BICUCULINA=
APA-(mmHg)n 4127 +6.900 4351-+2 53=
AFC-(mmHg)n 165.3-+19 48= 175.7-£17 270

PAM: presséo arterial média em mmHg; FC: freqliéncia cardiaca em batimentos por minuto (bpm).
APA e AFC: Variagao maxima da pressao arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC),
respectivamente. Analise estatistica por teste t' Student ndo pareado.

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05.

Figura 15 - Variacdo maxima da PAM (A) e da FC (B) apds a microinjecdo de
bicuculina no PVN. Analise estatistica por teste t' Student ndo pareado.
n=6 para ambos os grupos. * p<0,05.
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4.4.2 Muscimol

Nos animais em que foi microinjetada uma droga com efeito
diretamente oposto a bicuculina, o Muscimol (agonista gabaérgico GABAa), 0s

animais do grupo MSG apresentaram maior APA quando comparados com 0 grupo
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Controle; contudo, ndo houve diferenca significante estatisticamente quanto aos
valores de AFC.
A Figura 16 e 17 sumarizam os resultados obtidos nos grupos Muscimol,

juntamente com a Tabela 5.

Figura 16 — Registro Cardiovascular de um animal MSG antes e apds a microinjegao
de Muscimol.
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Tabela 5 - Efeitos da microinjecdo de muscimol no PVN sobre a pressao arterial média
(PAM) e freqUéncia cardiaca (FC) em ratos acordados.

REGISTRO-BASAL=
o CTR-SALINA-(n=T7)= MSG-(n=7)=
PAM= 11321 68s 119.0-+-193 ™=
FCm 3416412 67= 376.4-+14.12%

APOS-MUSCIMOL=m

APA-(mmHg)= -18.26:+1 67w 244011 82w
AFC-(mmHg)o -5329+4 7 8u 1213295

PAM: pressao arterial média em mmHg; FC: frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (bpm).
APA e AFC: Variagdo maxima da pressao arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC),
respectivamente. Analise estatistica por teste t’ Student ndo pareado. Valores expressos como
média + EPM. *p<0,05 (Valor realgado)



54

Figura 17 - Variacdo maxima da PAM (A) e da FC (B) apds a microinjecdo de
bicuculina no PVN. Analise estatistica por teste t' Student ndo pareado.
N=7 para ambos os grupos. * p<0,05
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4.5 ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE

Os componentes da Analise Espectral dos registros
cardiovasculares, no dominio da frequéncia, que foram avaliados s&o os seguintes:

® Variabilidade;

® Componente de Baixa Frequéncia (LF), correspondente ao
sistema simpatico;

® Componente de Alta Frequéncia (HF), correspondente ao sistema
parassimpatico;

® | F e HF normatizados;

® Razdo LF/HF.

Foram analisados o registro basal e o registro pés-droga, tanto para

a pressao arterial quanto para intervalo de pulso, para todos os grupos.

4.5.1 Bicuculina

A modulagao do sistema nervoso autonémico pela analise espectral

da pressao arterial e frequéncia cardiaca em resposta a bicuculina em ratos MSG
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mostrou que a variabilidade esta diminuida no periodo basal para a pressao arterial
sistdlica e aumentado no periodo pds-droga para o intervalo de pulso quando
comparado com o grupo controle salina.

O componente LF absoluto no grupo MSG esta diminuido e o HF
absoluto estd aumentado no periodo pés-droga para o intervalo de pulso quando
comparado com o grupo controle salina. Para o componente LF normatizado
apresenta-se diminuido para o grupo MSG no periodo basal e pos-droga para o
intervalo de pulso, aumentado no periodo pds-droga para a pressao arterial sistélica
quando comparado com o grupo controle salina. Em relagdo ao componente HF
normatizado encontra-se aumentado para grupo MSG no periodo basal e pds droga
para o intervalo de pulso, diminuido no periodo pdés droga para a pressao arterial
quando comparado com o grupo controle salina. A relagdo LF/HF mostrou-se
diminuida para o grupo MSG no periodo basal e pés-droga para o intervalo de pulso,
aumentado no periodo pos droga para a pressao arterial sistdlica quando
comparado com o grupo controle salina.

A analise espectral da frequéncia cardiaca ndo apresenta diferenca
estatistica na analise no intervalo de pulso no periodo basal entre os grupos, porém
encontra-se diminuida para o grupo MSG, quando comparado com o grupo controle

salina no periodo pos-droga.

Tabela 6 - Parametros espectrais da Pressao Arterial Sistdlica antes e apods a
microinjeg¢ao de bicuculina no PVN.

o PERIOD 0-BASALo POS-BICUCULINAO
PARAMETROSo CONTROLEY MSGT CONTROLE-{n=6)MSGY
(n=6}x {n=6}= (n=6}o
Variabilidade-(mmHgZ)o 1347+ 1.48= 8.26-+ 1 059 23B5-+1.71% 2316+ 1.614=

LE{mmHg?)o 853 +1.07= 77928 = 15.41-+1.BBe= 17,42+ 1.130=
LFuno 122 1.9= 7907+ 1. 165 7727 +3.46% 8695+ 1.34bd=
HE(mmHg)o 209-£0.31 = 207045 4. 40-+-0.50= 37240459
HEuno 2088 +£1.97= 20077 -£1.23= 22734346 13.02-+ 1.34bdx
LF/HFz 4.41-+0 55 3.73-+1.00: 4.04-+-0.7 5= 505+ 0.65:=

LF: faixa de baixa freqiéncia absoluta; LFun: faixa de baixa frequéncia normalizada;
HF: faixa de alta frequéncia absoluta; HFun: faixa de alta frequiéncia normalizada;
LF/HF: razado entre LF e HF (indica o balango simpato-vagal).

Analise estatistica por teste t' Student ndo pareado.

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 (Valores realgados em vermelho).
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a — teste t-student n&o pareado controle basal vs MSG basal, VAR p=0.0092.

b — teste t-student ndo pareado Controle pos-droga vs MSG pés-droga, LF norm p=0.0129; HF norm
p=0.0128.

¢ — teste t-student pareado Controle Basal vs Controle pés-droga, VAR p=0.0002; LF p=0.0019; HF
p=0.0223.

d — teste t-student pareado MSG basal vs MSG pés-droga, VAR p=0.0005; LF p= 0.0147; LF norm
p=0.0076; HF p=0.0079; HF norm p=0.0091.

Tabela 7 - Parametros espectrais do Intervalo de Pulso antes e apds a microinjegcao
de bicuculina no PVN.

1

o PERIOD O-BASALo POS-BICUCULINAG
PARAMETROSo CONTROLEY MSGY CONTROLE-{n=6)MSGY

{n=6)o {n=6}o {n=6)o
WVariabilidade-(ms?)o 1517+ 1. 27 1371+ 076 = 18.62-£ 209 | 3045+ 3 71bdx
LF{ms?jo 3.09-+0.36= 1.35-£0.54%= 8.02+1.81°%= 2.39-+0.430 4=
LFuno 3273+ 1.18= 2428+2138 BRI+ 28%= 1430+ 28304
HE{ms?)o 73 +0 65 A BB +0 57 343+051%x 1531+ 16bd=
HEuno B7 27+ 1.18= Fa71-£ 2138 31.23£28%= 8570+ 28304
LF/HFz 055 +0.07: 0.25-+0.053:= 233027 0.17-+0.04b=

LF: faixa de baixa freqiiéncia absoluta; LFun: faixa de baixa frequiéncia normalizada;
HF: faixa de alta frequiéncia absoluta; HFun: faixa de alta freqiiéncia normalizada;
LF/HF: razdo entre LF e HF (indica o balango simpato-vagal).

Andlise estatistica por teste t’ Student ndo pareado.

Valores expressos como média £ EPM. *p<0,05 (Valores realgados em vermelho).

a — teste t-student ndo pareado controle basal vs MSG basal LF p= 0.0113; LF norm p=0.0030; HF
norm p=0.0030; LF/HF p=0.0104.

b — teste t-student ndo pareado controle pos-droga vs MSG pos-droga, VAR p=0.0098; LF p=0.0065;
LF norm p<0.0001; HF p<0.0003; HF norm p<0.0001; LF/HF p<0.0001.

¢ — teste t-student pareado controle basal vs controle pés-droga, LF p=0.0183; LF norm p<0.0001; HF
p=0.0228; HF norm p<0.0001; LF/HF p=0.0003.

d — teste t-student pareado MSG basal vs MSG poés-droga, VAR p=0.0029; LF p= 0.0186; LF norm
p=0.0094; HF p= 0.0025; HF norm p=0.0093.
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Tabela 8 - Bicuculina - Parametros espectrais com os valores da variagdao do
periodo basal e pods-droga, para a Press&o arterial sistolica e Intervalo

de Pulso.
BICLICULIMNAD
DELTAQ
o SAP- (mmHg®)= Pl-{ms?)s
PARAMETROSH CONTROLEY MSGY CONTROLE:(n=6)MSGT

(n=6})o (n=6)o (n=6)o

Variabilidaden 1025+ 1.15= 14 80+ 2123 345 +-3.04= 16.76-+ 3 b5«
LFo B.B8-+1.35= SBZ-+£3.18= 45953.£1.74-= 1.05-+0.37b=
LFuno -1.86 + 4. 55 792 £2 1593 3604+ 247 999+ 2910
HFo 231-£087= 1.65-+0. 46z -2.36-+ 0.59= 9 55+ 2 020z
HEunz 1.86-+4 56= - 702 243 -36.04-+2.47= | 1000+ 2.910=
LF/HFo 0,37+ 1.00: 1.35-+0.69= 177 £0.23= -0.08-+ 0.080:=

LF: faixa de baixa freqiiéncia absoluta; LFun: faixa de baixa frequiéncia normalizada;
HF: faixa de alta frequiéncia absoluta; HFun: faixa de alta freqiiéncia normalizada;
LF/HF: razdo entre LF e HF (indica o balango simpato-vagal);

SAP: presséo arterial sistélica;

PI: intervalo de pulso.

Andlise estatistica por teste t’ Student ndo pareado.

Valores expressos como média £ EPM. *p<0,05 (Valores realgados em vermelho).

a — teste t-student ndo pareado para valores de variagao controle vs valores de variagdo MSG,
parametros espectrais da pressao arterial sistélica - SAP, VAR p=0.0005; LF p= 0.0147; LF norm
p=0.0408; HF norm p=0.0437.

b — test t-student ndo pareado para valores de variagdo controle vs valores de variagdo MSG,
parametros espectrais da frequéncia cardiaca — PI, VAR p=0.0094; LF p=0.0271; LF norm
p<0.0001; HF p=0.0001; HF norm p<0.0001; LF/HF p<0.0001.

4.5.2 Muscimol

A modulagao do sistema nervoso autonémico pela analise espectral
em resposta ao muscimol no grupo MSG mostrou que o LF absoluto esta
aumentado, o HF absoluto diminuido, o LF normatizado aumentado, o HF
normatizado diminuido e a relagao LF/ HF aumentada no periodo pés-droga para o
intervalo de pulso quando comparado com o grupo controle salina. A frequéncia
cardiaca ndo apresenta diferenga estatistica na analise no intervalo de pulso no

periodo basal e pds-droga entre os grupos MSG e controle salina.
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Tabela 9 - Par@metros espectrais da pressao arterial sistdlica antes e apds a microinjecao
de muscimol no PVN.

PARAMETROSY CONTROLEY MSGY CONTROLEY MSGY

O {n=T)= {n=T7)= {n=T)m (n=T)o
Variabilidade-(mmHgZja|  17.26-+-5.100 13.25-+ 3. 34= 18.37-+9.49= 1002+ 2.07 =
LE{mmHg?)o 445 +-0.32= 403 -+0.55: B.06-+-1.79% = 7.20+1.7 19
LF-umao 011+ 1 82w 6270+ 4. 30 81.06+4.48 = | F2B2+ 2739
HE(mmHg?jo 1.93-£0.25 231 +0.29 16440215 260-+0.25bx
HF-umo 2989+ 1 8= 3730+ 4.350= 18.51 £ 4.18%=  28.24-+ 2 Bib.dx
LF/HFo 2424020 202054 595 +1.37%= 27720410

LF: faixa de baixa freqiiéncia absoluta; LFun: faixa de baixa freqiiéncia normalizada;
HF: faixa de alta freqliéncia absoluta; HFun: faixa de alta freqiiéncia normalizada;
LF/HF: razéo entre LF e HF (indica o balango simpato-vagal).

Analise estatistica por teste t’ Student ndo pareado.

Valores expressos como média £ EPM. *p<0,05 (Valores realgados em vermelho).

a — teste t-student n&o pareado controle basal vs MSG basal.

b — teste t-student ndo pareado Controle pés-droga vs MSG pds-droga, HF p=0.0063; HF norm
p=0.0366; LF/HF p=0.232.

¢ — teste t-student pareado Controle Basal vs Controle pds-droga, LF p=0.0427; LF norm p=0.0453;
HF norm p=0.0342; LF/HF p=0.0217.

d — teste t-student pareado MSG basal vs MSG pos-droga, LF p=0.0421; LF norm p=0.0430; HF norm
p=0.456.

Tabela 10 - Paréametros espectrais do Intervalo de Pulso antes e apds a
microinje¢cdo de muscimol no PVN.

1

PARAMETROSo CONTROLEY MSGY CONTROLEY MSGY

{n=T)o {n=T)o {n=T)o {n=T)o
Variabilidade-{ms?)jo 10261140 | 205443143 17 .23+ 2 08%x B..00-+1 4504«
LF{ms?)o 2724039 391-+094= 0.599-+0.148x 2013+ 0578
LF-umo 3460+ 3.94= 32.34-+ 3.7« 1195+ 1730 36.18-+ 3.30b=
HE{ms?)o 512-+069= 7.39+1.11= 74240 465 3.20-40 B4z
HF-umo 55 40+ 3 94 57 BB+ 3.7 88.05-+ 1.7 3= 53.82-+3.300=
LF/HFo 0.57-+0.08: 0.50-+0.07= 0.14-+0.020x 0.60-+0.050x

LF: faixa de baixa freqiiéncia absoluta; LFun: faixa de baixa freqiiéncia normalizada;
HF: faixa de alta frequiéncia absoluta; HFun: faixa de alta freqiiéncia normalizada;
LF/HF: raz&o entre LF e HF (indica o balango simpato-vagal).

Analise estatistica por teste t’ Student ndo pareado.

Valores expressos como média £ EPM. *p<0,05 (Valores realgados em vermelho).
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a — teste t-student n&o pareado controle p6s-droga vs MSG pés-droga, VAR p=0.0056.

b — teste t-student pareado controle basal vs controle pés-droga, VAR p=0.0017; LF norm p<0.0001;
HF p<0.0001; HF norm p<0.0001; LF/HF p=0.0001.

¢ — teste t-student pareado MSG basal vs MSG pés-droga, VAR p=0.0336; LF p=0.0400; HF
p=0.0031.

d — teste t-student ndo pareado delta controle vs delta MSG,VAR p= 0.0029; LF p=0.0005; HF p=
0.0116; HF norm p=0.0005; LF/HF p=0.0048.

Tabela 11 - Muscimol - Parametros espectrais com os valores da variacdo do
periodo basal e pds-droga, para a Pressao arterial sistdlica e Intervalo

de Pulso.
|
DELTAD

o SAP- (mmHg2)= Pl-{msts
PARAMETROSO CONTROLET MSGT CONTROLE-(n=6}MS5GTY

(n=6)o {n=6)o {n=6)o
Variabilidade-o 1.10-+10.80= -3.24-+ 337 = B97-+3.12= -12.54-+3 008
LFo 361-+175= 3.17-+1584= -1.73-+ 033 -1.90- £ 0,90
LFuno 10.96-+45 44= 992-+483= 22 B5+3.48= 3.84-+4.713=
HFo -0.38 £ 0.22= 0.19-+0223= 2310 k3= -4 204 1.013=
HEuno -11.39-+513= S06-+4 51 22 B5-+ 3. 48 -3.84-+ 4 713
LF/HFo 3.53-+138= 0.75-+05593:= -0.43-+0.007 = 0.09-£0.113=

LF: faixa de baixa frequéncia absoluta; LFun: faixa de baixa freqiéncia normalizada;
HF: faixa de alta frequiéncia absoluta; HFun: faixa de alta frequéncia normalizada;
LF/HF: razdo entre LF e HF (indica o balango simpato-vagal);

SAP: presséo arterial sistélica;

Pl: intervalo de pulso

Analise estatistica por teste t' Student ndo pareado.

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 (Valores realgados em vermelho).

a — teste t-student ndo pareado para valores de variagao controle vs valores de variagdo MSG,
parametros espectrais da pressao arterial sistélica - SAP, HF p= 0.0457; LF/HF p=0.444.

b — teste t-student ndo pareado para valores de variagdo controle vs valores de variagdo MSG,
parametros espectrais da frequéncia cardiaca - Pl, VAR p=0.0004; LF norm p=0.0004; HF
p<0.0001; HF norm p=0.0004; LF/HF p=0.0010.

4.6 HISTOLOGIA

Na analise histolégica foram avaliados os cérebros de todos os
animais que foram submetidos aos protocolos experimentais, e foram identificados
os sitios de microinjecdo de cada animal individualmente. A Figura 18 ilustra uma

lamina histolégica do cérebro de um animal MSG, na qual pode ser observado o
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PVN (regido em azul mais escuro) e os dois sitios de microinje¢cdo das drogas ou
salina.

Todos os animais que apresentaram sitios de microinjecao
localizados fora da area do PVN, ou com interpretacdo duvidosa quanto a
localizag&o do sitio de microinjegao, foram descartados da analise estatistica e seus

resultados ndo foram considerados.

Figura 18 — Lamina histoldgica do encéfalo de um rato adulto modelo
MSG, corada para localizagdo do sitio da microinjegao
bilateral no PVN. Observe o PVN corado em azul mais
escuro na parte inferior da imagem, e os dois sitios de
microinjeg¢ao logo acima do PVN.

4.7 ATIVIDADE SIMPATICA RENAL

Os resultados de atividade simpatica do nervo renal mostraram que
o grupo MSG apresenta atividade simpatica renal aumentada em relagao ao Grupo
Controle.

Diferentemente dos demais experimentos realizados neste trabalho,
para a determinagcdo da atividade simpatica renal foram utilizados ratos
anestesiados. Os parametros cardiovasculares avaliados (PA e FC) nos animais

deste experimento mostraram que o valor da PA no grupo MSG esta aumentado
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quando comparado com o Grupo Controle. Nao houve diferenca estatisticamente

significante em relagao aos valores de FC entre os grupos (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores da Atividade Simpatica do Nervo Renal (ASNR), presséo arterial
média (PAM) e frequiéncia cardiaca (FC) registrados em ratos controle e
obesos MSG anestesiados.

e CONTROLE-(n=10)= MSG-(n=10)m
ASNR® 72.01+6 425 94 43 +7 75 "=
P AM 90,00+ 3 658 1104+8 255
FCa 3637+ 14 658 397 6+-16 45%

ASNR: Atividade Simpatica do Nervo Renal expressa em counts/10min bin; PAM: pressao arterial
média em mmHg; FC: frequéncia cardiaca expressa em bpm. Analise Estatistica por teste t'
Student ndo pareado.

Valores expressos como média + EPM. * p<0.05.

4.8 ANALISE COMPORTAMENTAL

4.8.1 Campo Aberto

Conforme pode ser observada na Tabela 13, os animais MSG
apresentaram, em relacdo ao grupo controle, reducdo significativa dos
comportamentos de locomogé&o e de levantar e aumento do tempo de limpeza. Ainda
mais, também apresentaram menor tempo na area interna da arena e maior tempo

na area externa.
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Tabela 13 - Analise do comportamento no teste de campo aberto.

PARAMETROm CONTROLE:(n=14)a MSG:(n=16)o
Locomogao-(nimerc)d J6.4-+2 5= 2 B+26 =
Levantar-(nimerojd 136+1.3= 8.9+ 1.0
Limpeza-(sequndos)o 48+15= 96 +1.9%=
Defecacao-(nimero)o 24-+06= 1.5 +0.4 =
Locomogao-interna-(sequndos)a 771 e Jd-+1.5%
Locomocao-externa-{segqundos)d 156.8-+ 2. 4= 1666+ 2.3 ™=

Valores expressos como média £+ EPM. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (teste t de Student ndo
pareado).

4.8.2 Interacao Social

No teste de interagao social, os ratos MSG apresentaram menor

tempo de interagao social em relagdo ao grupo controle (Figura 19).

Figura 19 — Anadlise do comportamento no teste de interagcdo social. Valores
expressos como média + EPM de 14 (Controle) a 16 (MSG) animais
por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (teste t de Student
nao pareado).

Comportamento - Interacao Social

150 -
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho vem a primeira instancia confirmar o que ja tem
sido apresentado pela literatura sobre o0 modelo de obesidade pela administracao de
MSG. Os animais que receberam MSG nos primeiros cinco dias de vida
apresentaram alteragdo em seu desenvolvimento quanto ao crescimento sendo
notavel seu menor tamanho, com consequente peso corporal reduzido desde o inicio
ao fim do periodo de experimentacdo. Apesar dos animais obesos MSG nao
apresentarem um aumento no peso corporal, tiveram sim um aumento da gordura
visceral. Essas alteragdes parecem estar relacionadas com uma menor secregao do
horménio de crescimento (ROMAGNANO et al., 1982), resultando na redugdo do
comprimento do corpo e atrofia da hipdfise, génodas e nervos 6pticos (ZELEZNA et
al., 2008) .O aumento da gordura corporal, apresentada pelos ratos obesos MSG,
sem aumento do peso corporal, pode ser explicada por uma menor taxa metabdlica
e nao por elevada ingestdao de alimento que geralmente € observado em outros
modelos de obesidade (ZELEZNA et al., 2008; MALETINSKA et al., 2006) .

Além do fato dos ratos obesos MSG apresentarem alteragcao quanto
ao crescimento corporal, nosso trabalho verificou uma alteragcdo do tamanho do
encéfalo do animal, sendo seu tamanho menor nos parametros antero-posterior e
dorso-ventral quando comparado aos animais controle. Esses achados foram
importantes para a realizagao de ajustes das coordenadas anteriormente utilizadas,
obtidas pelo atlas Paxinos e Watson (1986) para a implantacdo das canulas de
microinjeg¢ao direcionadas para o PVN.

Estudos anteriores realizados em nosso laboratorio com os animais
acordados demonstraram que a administracdo de MSG no periodo neonatal em
ratos, além da obesidade, ocasiona um nivel moderado de hipertensdo na idade
adulta (CUNHA et al., 2010). Trabalhos realizados por VOLTERA e colaboradores
(2008) nao mostraram diferengas quanto a pressao arterial média (PAM) em animais
MSG, quando a afericdo da pressao arterial foi realizada por método indireto através
da mensuragdo por manguito na cauda; porém, quando a afericdo da PAM foi
realizada por método direto, mas com os animais anestesiados, o grupo MSG
apresentou-se hipertenso. Nosso estudo realizou a coleta dos parametros
cardiovasculares através da mensuracdo direta em ratos acordados e também

anestesiados.
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No trabalho de Cunha e colaboradores (2010) os ratos com
obesidade MSG apresentaram uma PAM superior quando comparada com o0s
animais controle salina, o que sugere a relagdo entre sindrome metabdlica e
hipertensao arterial. Estudos nesta area tém demonstrado que existem fatores que
corroboram para o desenvolvimento do quadro hipertensivo em individuos obesos
como o acumulo de acidos graxos livres e atenuagcdo da sinalizagao da insulina
(HIROSUM, 2002; GAO, 2004; NGUYEN, 2005; BANDYOPADHYAY, 2005). A
literatura aponta para uma relagdo entre obesidade o aumento da expressido de
P85a, uma subunidade regulatéria da enzima PI-3-kinase, competindo pelo sitio de
ligacdo da mesma com IRS-1 prejudicando a translocagao de transportadores de
glicose (GLUT-4) para a membrana das células (DRAZNIN, 2006), e ha também
uma relagdo entre a quantidade dos adipdcitos e a producdo de citocinas
inflamatodrias, espécies reativas de oxigénio e concentragdo plasmatica de leptina
associadas a elevacao da pressao arterial média (MATHIEU et al., 2009; MORRIS,
2008; LOPES, 2007; ANEJA et al., 2004).

Nao foi observada a presenca de hipertensdo nos animais obesos
MSG em repouso, que foram submetidos ao protocolo experimental cronico utilizado
no inicio deste trabalho. Este fato nos levou a investigagao das possiveis causas da
auséncia da hipertensao nestes animais em comparacdo aos achados de nosso
préprio laboratério (CUNHA et al., 2010), que diferiam do presente protocolo por nao
realizar a cirurgia estereotaxica para implante de céanulas direcionadas ao PVN.
Assim, neste trabalho foi observado que os animais MSG apresentavam perda de
peso durante o periodo de recuperagao entre os dois procedimentos cirurgicos, o
que poderia ser a causa da auséncia de hipertensao nesses animais, visto que o
tecido adiposo secreta hormodnios que interferem diretamente em patologias
cardiovasculares (RUMANTIR et al., 1999; CIANFLONE et al., 1994). Ha evidéncias
de que a leptina promove aumento da atividade simpatica (HALL, 2001), portanto
com a diminuicdo de gordura corporal, consequentemente ha diminuicdo da
secrecao de leptina o que poderia ser responsavel pela menor ativacdo do sistema
simpatico e justificaria a auséncia de hipertensdo encontrada nesses animais.

Em trabalho similar ao nosso, Chen e colaboradores (2010)
observaram que animais obesos anestesiados sdo normotensos quando
comparados com 0s animais controle, utilizando o modelo por dieta hipercaldrica.

Além desse estudo outros também nao relataram aumento da pressdo sanguinea
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(CARROLL et al., 2006). No entanto, alguns trabalhos tém observado aumento da
pressao arterial, utilizando o modelo de obesidade com alto teor de gordura na
alimentagdo (DOBRIAN et al., 2000; STOCKER et al., 2007). Esses achados
sugerem que as diferentes linhagens de ratos e dietas alimentares podem contribuir
para aumentar a pressao arterial de repouso.

Considerando estes fatores, o protocolo experimental com periodo
de recuperacdo pos-operatorio da estereotaxia de cinco dias foi denominado
experimento cronico, e o periodo de recuperagcao poés-operatério da estereotaxia
reduzido para um dia, foi denominado experimento agudo. Neste novo protocolo
houve diferenca estatistica para os valores de pressdao PAM em repouso quando foi
comparado os obesos com o seu controle, sendo aumentada para os animais
obesos MSG, porém com valores de PAM menores do que os encontrados por
Cunha e colaboradores (2010). Os valores de PAM foram inversamente
proporcionais a perda de gordura sofrida pelos animais submetidos ao experimento
cronico, sugerindo uma relagdo do aumento de tecido adiposo com os niveis de PA.
Os maiores valores da PAM no protocolo agudo poderiam ser resultado de maior
liberacdo de hormoénios e citocinas pelo tecido adiposo que levariam a um aumento
da PA (RUMANTIR et al., 1999; CIANFLONE et al., 1994). A literatura sugere que
pacientes obesos apresentam niveis elevados de renina plasmatica o que leva a
maiores niveis de angiotensina Il, contribuindo assim para a génese da hipertensao
em pacientes obesos (HALL, 2001). Niveis elevados de acidos graxos livres
circulantes também tém demonstrado elevar a presséo arterial sanguinea e como
anteriormente citado a leptina pode estar envolvida neste processo
(STEPNIAKOWSKI, 1995). A literatura tem mostrado que existe uma relagdo da
magnitude do efeito protetor para a saude com a redugdo do indice de massa
corporea. Em mulheres com sobrepeso, que experimentam perda moderada de peso
(>10%), encontrou-se até 20% de reducdo de mortalidade prematura, também
associada ao controle de fatores de risco, como diabete melito Il, dislipidemia e
hipertensao arterial sistémica (ZICCARDI et al., 2002).

A alteracao da atividade neuronal do PVN pode provocar mudangas
acentuadas na atividade nervosa simpatica e a destruicdo do PVN pode atenuar ou
prevenir o desenvolvimento da hipertenséo arterial (EARLI et al.,1995; HERZIG et
al.,1991; KANNAN et al.,1989; TAKEDA et al.,, 1991). Estudos sugerem que a

atividade dos neurénios no PVN influencia e pode ter o potencial de contribuir para o
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aumento da atividade nervosa simpatica observada na obesidade (CHEN et al.,
2010).

Neste estudo, os resultados das microinjegdes no PVN em ratos
obesos MSG acordados, utilizando o agonista de receptores GABAx muscimol,
mostrou que houve maior redugado da pressao sanguinea nos ratos obesos MSG do
que nos controle, o que sugere que a atividade dos neurénios no PVN dos animais
obesos MSG apresenta-se aumentada em relagdo aos animais controle. Em relagao
aos resultados obtidos com a microinjegdo do antagonista de receptor GABAAa
bicuculina em contraste com os resultados encontrados com o muscimol, as
respostas foram similares nos ratos obesos MSG e controles. Para a frequéncia
cardiaca nado foi observada diferengca estatisticamente siginificante para os
resultados obtidos nos grupos muscimol e bicuculina em relagdo aos respectivos
controles. Estes resultados demonstram que a modulagdo do PVN na regulagdo do
sistema cardiovascular € mais expressiva nos animais obesos, e nossos resultados
vieram corroborar os resultados apresentados em estudo de Chen e colaboradores
(2010) com animais obesos anestesiados.

Um dado interessante em relacdo aos valores basais encontrados
no nosso estudo € que a diferenga de pressao entre os animais obesos MSG e
controle salina anestesiados comparado com a mesma diferenga nos animais
acordados, mostrou terem valores semelhantes. Além disso, os dados basais de
PAM obtidos no trabalho de VOLTERA e colaboradores (2008) em animais
anestesiados sao similares aos obtidos neste trabalho.

Dentro do nosso estudo foi realizada também a analise da atividade
simpatica do nervo renal (ASNR) nos animais com obesidade MSG e foi observado
que estes animais apresentaram maior ASNR. Estudos afirmam que ha relagao
entre a obesidade, ASNR e PA (SHIBAO et al.,, 2007). Eikelis et al. (2003),
descreveram que pacientes obesos com hiperleptinemia apresentam atividade
simpatica renal aumentada e no trabalho de Young e Landsberg (1977) os autores
demonstraram que os niveis plasmaticos de renina destes pacientes estavam
aumentados, contribuindo para a hipertensdo arterial. Estudos realizados com
animais também sugerem o aumento da atividade simpatica renal relacionada a
obesidade e hipertensdo (BARNES et al., 2003; ESLER et al., 2006; GRASSI et
al., 1995, 1998; HUGGETT et al., 2004; VAZ et al., 1997). Dessa forma e possivel
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observar que os dados encontrados com animais obesos MSG neste estudo
conrroboram com os dados ja apresentados pela literatura.

A analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca e da
pressao arterial tem sido usada como uma ferramenta de estudo da modulacdo
simpatica para estabelecer a avaliagdo, o diagnéstico e o prognéstico de doengas
que ocorrem devido a disfungdes autonédmicas, como acontece na obesidade (PAL
et al., 2009). Estudos realizados utilizando analise espectral como ferramenta de
avaliacdo, mostraram o aumento da atividade simpatica em individuos obesos.
(PASCHOAL et al.,, 2009; KAUFMAN et al., 2007). No entanto, nos nossos
resultados nao foi possivel verificar essa confirmagdo de aumento da atividade
simpatica nos niveis basais nos animais obesos através da ferramenta da analise
espectral. Porém, ao realizar a desinibicdo do PVN com a microinjecdo de
bicuculina, a modulacdo simpatica aumenta mais nos animais obesos, mesmo os
resultados nao apresentando alteragdes nos niveis de pressao arterial entre
controles e obesos.

No presente estudo, foi realizada analise comportamental para se
verificar se os animais do modelo de obesidade induzida por MSG apresentam
alteracdes de atividade geral e ansiedade. Corroborando estudos anteriores, os
animais MSG apresentaram hipoatividade no teste de campo aberto (KLINGBERG et
al., 1987; ISHIKAWA et al.,1997; ALI et al., 2000; SANCHIS-SEGURA; ARAGON,
2002). Para a realizagdo da maioria dos testes comportamentais € necessario que
0s animais executem determinados comportamentos ou tarefas e, assim, alteracéo
na atividade motora pode ser um viés na analise de outros comportamentos mais
especificos. Considerando isso, escolheu-se, como modelo para avaliagdo da
ansiedade, o teste de interacdo social, pois, diferentemente do teste de labirinto em
cruz elevado, o teste de interagao social parece sofrer menor influéncia de variagdes
na atividade motora. No teste de interacédo, observou-se menor tempo de interacao
social entre animais MSG do que entre animais controles. Este dado poderia sugerir
que os animais MSG sdo mais ansiosos do que o0s animais controles. Essa
interpretacao estaria fortalecida pela observagao, no teste de campo aberto, de que
animais MSG gastaram menos tempo na parte interna e maior tempo na parte
externa da arena, o que também é interpretado como ansiedade. Entretanto, durante
a avaliagao no teste de interacdo social, pude-se notar que os animais MSG nao

pareciam ansiosos, tanto que n&o foi observado nenhum episédio de
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comportamento agressivo entre os ratos. Nota-se, ainda, que os animais pareciam
completamente desinteressados pela presenca do parceiro desconhecido na arena.
Assim, embora a analise quantitativa sugira que os animais MSG s&o ansiosos, a
analise qualitativa sugere que a alteragéo primaria nesses animais poderia ser apatia
ou falta de motivacdo. E interessante mencionar que animais tratados com MSG
tiveram comportamento prejudicado em um paradigma que avalia busca por
novidade (KISS et al., 2005).
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6 RESUMO

¢ Os animais obesos MSG possuem niveis mais altos de pressao arterial,
sendo isso observado com o protocolo agudo de experimentacgao;

e Os animais obesos MSG possuem niveis mais altos de atividade
simpatica renal;

e A inibicdo gabaérgica pelo muscimol evidenciou uma maior atividade dos
neurdnios do PVN nos animais obesos MSG sobre a pressao arterial;

e A desinibicdo do PVN com bicuculina mostrou uma maior modulagao
simpatica na pressao arterial sistdlica pelos animais obesos MSG;

e A analise comportamental dos ratos MSG mostrou que eles sdo ansiosos,

além de hipoativos e apaticos.
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7 CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados deste estudo nos permitem concluir que os
animais obesos MSG possuem niveis leves de hipertensdo que parece ter como
mecanismo envolvido, a hiperatividade do sistema nervoso simpatico. E possivel
também que a neurotransmisséo ao nivel do PVN possa participar dessas alteracbes

no sistema nervoso simpatico nos animais obesos MSG.
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