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induzivel. 2016. 51 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisiolégicas) — Programa
Multicénctrico de Pds-Graduagdo em Ciéncias Fisiolégicas, Universidade Estadual
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RESUMO

A literatura descreve que animais obesos apresentam grau baixo de inflamacéo e
alteracbes na producdo de 6xido nitrico (NO). O NO exerce papel importante na
funcdo cardiovascular, e a producdo pelavia induzivel (iNOS) esta vinculada
a processos inflamatorios. Na area rostroventrolateral do bulbo (RVLM), o glutamato
€ um neurotransmissor importante e 0 NO modula seus efeitos. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos da microinjecdo de L-glutamato na RVLM sobre a
pressdo  arterial média  (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)antes e
apos microinjecdo de inibidores da iINOS, a expressdo génica da iINOS, e dosagem
de NO (nitrito) em “punchs” de RVLM e coragcdo. Ratos Wistar recém-nascidos
receberam 4 mg/g de peso corporal de glutamato monossédico (MSG) ou
salina equimolar nos 5 primeiros dias de vida. Aos 90 dias foram implantadas
canulas-guia na RVLM dos animais e cateterizagdo de artéria femoral apos 3 dias.
Apo6s 24 horas foi realizado o registro da PAM e FC através do sistema Powerlab. Os
efeitos da microinjecdo do glutamato (5nm/100nl) foram avaliados antes e apoés
microinjecdo de Aminoguanidina (AG) (250pmol/100nl) ou S-methylisothiourea
(SMT) (250 pmol/100 nl) ou salina fisiolégica (100 nL) na RVLM. A obesidade foi
evidenciada pelo aumento do indice de Lee dos grupos MSG (salina 34,27+0,69
n=5; AG 32,27+£0,25n=5; SMT 33,66+0,44n=5) em relacdo aos CTRs
(salina 30,56+0,33 n=5; AG 31,21+0,32 n=6; SMT 31,17+0,32 N=6) e aumento de
peso das gorduras perigonadal e retroperitoneal. O aumento da PAM pelo L-
glutamato foi maior no grupo MSG apés AG (antes: 407,93 mmHg; apos AG:
61+4,39 mmHg, n=5) e SMT (antes: 45,30+7,58 mmHg; apdés SMT: 65,25+2,42
mmHg, n=5).Na FC houve aumento no grupo CTR apdés AG (antes
77,88+12,12 bpm; depois 131,7+12,12 bpm, n=5) e SMT também. A analise da
expressao génica para a iINOS ndo mostrou diferencas entre os grupos. A dosagem
de NO na RVLM mostrou também que ndo h& diferencas entre controle e obeso.
Nossos dados sugeremum papel para o Oxido nitrico nas respostas
cardiovasculares da RVLM em ratos obesos. No entanto, a origem dessa alteracao
pode ser decorrente de outra isoforma que nédo a iNOS.

Palavras-Chave: Hipertensdo. Simpatico. Oxido nitrico. Frequéncia cardiaca.
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ABSTRACT

The literature reports that obese animals present low grade of inflammation and
changes in the production of nitric oxide (NO). NO plays an important role in
cardiovascular function, and the production via the inducible (iNOS) is linked to
inflammatory processes. In rostral ventrolateral medulla (RVLM), glutamate is an
important neurotransmitter and NO modulates its effects. The objective of this study
was to evaluate the effects of L-glutamate microinjection in RVLM on mean arterial
pressure (MAP) and heart rate (HR) before and after microinjection of INOS
inhibitors, gene expression of INOS and dosage of NO (nitrite) in "punches" of the
RVLM and heart. Newborn Wistar rats received 4 mg / g body weight of monosodium
glutamate (MSG) or equimolar saline within the first 5 days of life. At 90 days were
implanted guide cannulas to RVLM of animals and artery catheterization after 3 days.
After 24 hours was performed the record of MAP and HR through Powerlab system.
The effects of glutamate microinjection (5nm / 100nL) were evaluated before and
after microinjection aminoguanidine (AG) (250pmol / 100nL) or S-methylisothiourea
(SMT) (250 pmol / 100 nL) or physiological saline (100 nL) at RVLM . Obesity was
evidenced by increased Lee index MSG groups (MSG saline 34.27 £ 0.69 n = 5; AG
32.27 £ 0.25 n = 5; SMT 33.66 £+ 0.44 n = 5) in relation to control (CTR saline 30.56 +
0.33n=5; AG 31.21 £ 0.32 n = 6; SMT 31.17 £ 0.32 n = 6) and increased weight of
the perigonadal and retroperitoneal fat. The increased MAP by L-glutamate was
higher in the MSG group after AG (before: 40 + 7.93 mm Hg; after: 61 + 4.39 mmHg,
n =5) and SMT (before: 45.30 £ 7 58 mm Hg, after: 65.25 + 2.42 mmHg, n = 5). HR
was increased after AG in CTR group (before: 77.88 + 12.12 bpm, after: 131.7 *
12.12 bpmn = 5) and also SMT. The analysis of gene expression for iINOS also
showed no difference between groups. The dosage of NO in the RVLM showed also
no differences between control and obese animals. Our data suggest a role for nitric
oxide in the RVLM in cardiovascular responses of obese rats. However, the origin of
this change may be due to another isoform than iINOS.

Keywords: Hypertension. Sympathetic. Nitric oxide. Heart rate.
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INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE

A obesidade é atualmente o principal fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV), podendo ocorrer de forma
independente ou concomitante com outros fatores de risco. No Brasil, as DCV sé&o
causas de aproximadamente 30% de todas as mortes. Destas, aproximadamente
50% ocorrem em adultos com idades entre 30-69 anos (Aballay et al.,, 2013). A
obesidade também leva ao aumento do quadro pré-diabético e quando associado
pode originar comorbidades como cancer, derrame, aterosclerose, hipertensao e
doencas cardiovasculares (DCV), além de impactar consideravelmente a saude
mundial. Em 2013 a associacdo médica americana de salude declarou a obesidade
como uma doenca (Sansbury e Hill, 2014).

A obesidade se desenvolve por um desequilibrio energético: as
calorias consumidas sdo maiores que as utillizadas nos processos como
termogénese, respiracdo e digestdo (Tseng et al.,, 2010). Ela possui origem
multifatorial sendo o resultado de interacdes entre fatores genéticos, psicolégicos,
socioeconbmicos, culturais e ambientais. O tratamento da obesidade é um processo
complicado, pois esses fatores que a influenciam interagem de diversas maneiras.
Para atuar diretamente nos mecanismos que provocam o desequilibrio energético,
pesquisas sugerem que mudancas na fungdo vascular poderiam regular a
homeostase metabdlica e outros estudos mostram que o 6xido nitrico pode ter papel
importante na regulacdo do metabolismo sistémico, composicdo corporal e
sensibilidade a insulina (Fu et al., 2005; Jobgen et al., 2009).

1.2 SINDROME METABOLICA

Outra condicdo, denominada sindrome metabdlica (SM), também
esta relacionada a obesidade. E uma entidade clinica que representa um grupo de
fatores de risco cardiometabdlicos e caracterizada pela obesidade abdominal,
resisténcia a insulina, hipertensdo, hipertrigliceridemia, estado pro-inflamatorio
sistémico e reducéo do nivel de colesterol HDL. A presenca de SM esta associada a

um risco aumentado de eventos cardiovasculares e de mortalidade (Lambert et al.,
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2010).

Diferentes modelos experimentais tém sido propostos com o intuito
de elucidar a fisiopatologia da SM. Dentre eles podemos citar os modelos animais de
mutacdo génica, tais como camundongos ob/ob - que ndo produzem o horménio
leptina, desenvolvendo obesidade por hiperfagia e resisténcia a insulina (Perfield et
al., 2013); camundongos db/db e ratos obesos Zucker (OZR) (lida et al., 1996), que
possuem mutagcao génica do receptor da leptina, causando obesidade, hiperfagia e
hipertensdo (Siwy et al.,, 2012), bem como em roedores que recebem
suplementacao alimentar rica em lipideos e/ou carboidratos cronicamente (Demigne
et al.,, 2006; Rutledge e Adeli, 2007), ou ainda um modelo de obesidade
hipotalamica, objeto do presente estudo, onde os animais s&o submetidos a
administracdo subcutdnea de glutamato monossédico (MSG), um aminoacido
excitatério lesivo ao sistema nervoso central quando administrado em altas

concentracoes (Kizer et al., 1977; Hirata et al., 1997).

1.3 OBESIDADE MSG

A obesidade desenvolvida pela administracdo subcutanea de MSG
em ratos neonatos ocorre devido ao fato da barreira hematoencefalica ndo estar
completamente desenvolvida logo apds o nascimento permitindo 0 seu acesso no
sistema nervoso central (Kizer et al., 1977). A lesdo ocorre principalmente em
neurénios localizados no nucleo arqueado do hipotalamo (ARC). Provoca edema
intracelular e necrose neuronal que causa a destruicdo de corpos celulares de
neurdnios do ARC, eminéncia média e outras areas cerebrais (Olney, 1969; Kizer et
al.,, 1977). O ARC é o principal alvo dos efeitos deletérios do MSG injetado,
acometendo 80 a 90% de seus neurdnios (Olney, 1969).

O efeito da administracdo de glutamato monossoédico (MSG) no
periodo neonatal tem sido extensivamente estudado em relacdo aos efeitos
metabolicos (Olney, 1969; Balbo et al., 2000; Macho et al., 2000; Dolnikoff et al.,
2001; Perello et al., 2003), porém poucos estudos avaliaram a funcao
cardiovascular. Dados do nosso laboratério evidenciaram que ratos tratados com
MSG sdao hipertensos (Cunha et al., 2010), possuem aumentada modulagcéo
simpatica para o coracdo (Da Cunha et al., 2011), alteracdes barorreflexas (Karlen-

Amarante et al., 2012) e aumentada atividade simpatica renal (Da Silva Mattos et al.,
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2012). A literatura (Tokarev et al., 1997) mostra que animais MSG apresentam
alteracdes na producdo de NO e que mudancas cardiovasculares podem participar
dessas alteragcbes. Dados recentes mostraram que na obesidade MSG ocorre uma
menor producdo de 6xido nitrico (NO) endotelial, além de maior estresse oxidativo
sistémico (Da Cunha et al., 2014). No entanto, ndo se sabe quais as possiveis

alteracbes do NO no controle cardiovascular central.

1.4 Oxipo NITRICO

O oxido nitrico (NO) é um gas lipossoliuvel com meia-vida
extremamente curta (4-10 segundos) e produzido por praticamente todas as células
humanas. E sintetizado enzimaticamente a partir do aminoacido L-arginina, por um
grupo de hemoproteinas, as sintases de oxido nitrico (NOS), e requer a presenca de
cofatores como nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), flavina
adenina dinucleotideo (FAD), flavina mononucleétido (FMN) e (-6R) 5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BH,) (Li e Poulos, 2005).

A literatura tem identificado trés principais isoformas da NOS: NOS
neuronal (NNOS ou NOS 1) presente no cérebro, medula espinhal, géanglios
simpéticos, nervos periféricos, células epiteliais do estébmago, Utero, pulméo e
musculo esquelético; NOS endotelial (eNOS ou NOS IllI) encontrada em células
endoteliais, musculo liso vascular e musculo cardiaco (Moncada e Higgs, 1993;
Forstermann e Sessa, 2012), sendo estas duas isoformas expressas
constitutivamente e uma terceira isoforma induzivel da NOS (iNOS ou NOS II), cujas
fontes podem ser células endoteliais, células epiteliais, macrofagos, neutrofilos,
células do musculo liso vascular e fibroblastos, e sua ativacao esta relacionada com
estados inflamatdrios. Alguns trabalhos descrevem ainda uma quarta forma de NOS
localizada nas mitocéndrias de diferentes 6rgdos (NOS mitocondrial - mtNOS)
(Giulivi et al., 1998; Finocchietto et al., 2009).

O NO tem multiplas acbes bioldgicas: transmissdo e plasticidade
singptica, aprendizado, memoria, agregacdo plaquetaria, funcdo imunoldgica,
interacdo endotélio-leucocito, angiogénese, neuromodulador no sistema nervoso
central (SNC) e periférico, podendo regular mecanismos fisiologicos de forma aguda
ou crénica (Forstermann e Sessa, 2012). No entanto, o NO é mais conhecido como

potente regulador do fluxo sanguineo e foi primeiramente denominado como fator
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relaxante derivado do endotélio (Furchgott e Zawadzki, 1980). Por outro lado, o NO
€ potencialmente toxico. A toxicidade se faz presente particularmente em situacées
de estresse oxidativo, geracdo de intermedidrios do oxigénio e deficiéncia do
sistema antioxidante (Moncada e Higgs, 2006; Forstermann e Sessa, 2012).

O NO tem estreita ligagdo com a obesidade, pois possui papel
importante nas causas diretas da obesidade como: fome e saciedade, absor¢cao de
nutrientes e gasto energético. Dados da literatura mostram que a biodisponibilidade
de NO via eNOS (presente no tecido adiposo e musculos esqueléticos) esta
diminuida em animais obesos e com diabetes (Bender et al., 2007; Kim et al., 2008)
e em humanos também (Higashi et al., 2001; Gruber et al., 2008). A
biodisponibilidade depende do balanco entre a geracdo e a degradagdo, ou seja,
uma das hip6teses € que a diminuicdo pode ser devido a menor expressao da
atividade da enzima NOS ou pela reacdo do NO com espécies reativas. Por outro
lado, estudos mostram que a enzima iNOS, presente nas células B-pancreéticas,
aorta, musculos esqueléticos, figado e tecido adiposo, estd aumentada
(Shimabukuro et al., 1997; Weisberg et al., 2003; Noronha et al., 2005; Sugita et al.,
2005; Mantena et al., 2009).

O NO patrticipa do processo inflamatério de duas formas diferentes.
O NO produzido pela via induzivel, como o que ocorre em macrofagos, tem acdes
pro-inflamatorias (o qual é estimulado por TNF-a, IL-1 e IL-6), enquanto que o NO
produzido pela via constitutiva parece possuir acées anti-inflamatérias (Das, 2001).
Além disso, sabe-se que o NO, tanto da via neuronal quanto induzivel possui
atividade modulatoria sobre o sistema nervoso central, e nos neurdnios da area
rostroventrolateral do bulbo (RVLM), local da saida simpética para o controle da
funcdo cardiovascular, ja foram avaliados quanto a sua participacdo (Shapoval et al.,
1991, Patel et al., 2001; Martins-Pinge et al., 2007).

Entretanto, existe controvérsia a respeito dos efeitos do NO nessa
area do bulbo. Alguns investigadores descreveram aumentos na PA com a
administracao de L-arginina e doadores de NO (Hirooka et al., 1996; Martins-Pinge
et al.,, 1997), enquanto outros obtiveram decréscimos ((Shapoval et al., 1991;
Zanzinger et al., 1995; Tseng et al., 1996; Kagiyama et al., 1997). E possivel que
esses efeitos contraditorios estejam embasados nas diferentes concentragfes
utilizadas pelos pesquisadores, espécies animais utilizadas, e também o estado de

consciéncia. Dados da literatura mostraram que, altas doses de NO na RVLM levam
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a quedas na PA, enquanto doses menores produzem aumentos (Morimoto et al.,
2000). Além disso, as isoformas NNOS e iINOS estéo envolvidas com a atividade dos
neurénios da RVLM, modificando a neurotransmissdo do glutamato (Martins-Pinge
et al., 2007)

1.5 AREA ROSTROVENTROLATERAL DO BULBO (RVLM)

Sabendo que a obesidade € uma condicdo precursora de varias
fisiopatologias, dentre elas a hipertensado, o sistema nervoso simpatico apresenta-se
como um importante alvo de alteracao funcional na obesidade (Shibao et al., 2007).
Dessa forma, a &rea rostroventrolateral do bulbo (RVLM) que é uma das regides
cerebrais primarias envolvidas na geracdo da conducdo simpatica, € uma possivel
candidata a sofrer modulacao pela obesidade. A atividade dos neurénios da RVLM é
regulada por neurotransmissores excitatérios e inibitérios e alteracdes tanto na
excitagdo quanto na inibicdo destes neurdnios influenciam diversos estados
fisioldgicos e patolégicos (Guertzenstein e Silver, 1974; Dampney, 1994; Patel et al.,
2001; Mueller, 2007). Na area RVLM, os neurbnios pré-motores sdo responsaveis
pela conducdo do tbnus excitatério para neurdnios pré-ganglionares simpéticos
localizados na coluna intermédio lateral (IML) e nesta sinaliza¢do neural, o glutamato
parece ser um importante neurotransmissor (Guertzenstein e Silver, 1974; Dampney,
1994). A microinjecao de L-glutamato na RVLM de ratos anestesiados (Bachelard et
al., 1990; Martins-Pinge et al., 2005) produz aumento de PA.

A contribuicdo dos neurdnios da RVLM na elevacdo da presséo
arterial média em ratos obesos induzidos por dieta hipercalorica foi avaliada em
animais anestesiados (Stocker et al., 2007). Esses dados evidenciaram que 0s
neurénios da RVLM contribuem para a elevacdo da atividade simpética nesse
modelo de obesidade. No entanto, a informacao a cerca dos mecanismos envolvidos
na hipertensdo derivada da obesidade ainda s&o escassos e, em particular, neste
modelo de obesidade induzida pelo glutamato monossaédico, poucos estudos foram
realizados. Além disso, ndo existem registros a cerca da participagdo da RVLM
nesse modelo de obesidade, assim como o envolvimento do NO nessa &rea sobre a

funcao cardiovascular.
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JUSTIFICATIVA

Em trabalhos anteriores (Da Cunha et al., 2014) foi verificado que
animais obesos MSG possuem inflamacéo sistémica, observada pelo aumento de
prostaglandinas, e estresse oxidativo. Também foi observado um aumento da
expressao da iINOS no coracado de ratos obesos e o tratamento com inibidor da INOS
reverteu as alteracfes autonémicas cardiacas.

Dessa forma, considerando que a iNOS parece estar envolvida em
processos inflamatérios, que a obesidade parece caracterizar-se por uma
inflamacdo sistémica de baixo grau, e que alteracbes cardiovasculares
possivelmente de origem central possam estar envolvidas na obesidade MSG, nosso
estudo se propss a avaliar a participacdo da INOS nas alteracdes cardiovasculares

do glutamato na RVLM de animais controle e obesos MSG.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o papel do 6xido nitrico da
via induzivel (iNOS) na area rostroventrolateral do bulbo em ratos com obesidade
MSG.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.2.1- Avaliar a sensibilidade glutamatérgica em animais controle e
obesos MSG, tratados com salina fisiologica na area RVLM,
em parametros de presséao arterial e frequéncia cardiaca, em
animais nao anestesiados;

3.2.2- Avaliar a sensibilidade glutamatérgica em animais controle e
obesos MSG, tratados com aminoguanidina ou Ss-
methylisothiourea (inibidores da INOS) na area RVLM, em
parametros de pressao arterial e frequéncia cardiaca, em
animais nao anestesiados;

3.2.3- Analisar a expressao génica da enzima iNOS na area RVLM
em ratos controle e obesos;

3.2.4- Realizar a dosagem indireta de NO, por meio do nitrito, em

punchs de RVLM de ratos controle e obesos;
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MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas
(CIF) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL). Os procedimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da UEL (processo numero 33645/2010-29).

4.1 ANIMAIS

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

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

4.2 INDUCAO DA OBESIDADE

Para inducéo da obesidade MSG, ratos Wistar neonatos receberam
durante os cinco (5) primeiros dias de vida, injecbes subcutaneas de glutamato
monossodico (4mg/g) (Sigma Co., MO, USA) e os animais controle receberam

solugéo de salina 12 equimolar (De Freitas Mathias et al., 2007).

4.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS DA OBESIDADE

A obesidade foi caracterizada pelo célculo do indice de Lee para
cada animal aos 90 dias de vida usando a férmula: ¥peso corporal/comprimento
nasoanal x 1000, e também através do peso das gorduras retroperitonial e
perigonadal, onde o peso corporal e o comprimento sdo dados em g e cm,
respectivamente (Bernardis e Patterson, 1968).
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4.4 IMPLANTE DE CANULAS-GUIA DIRECIONADAS A RVLM

Aos 90 dias de vida, os animais foram submetidos a cirurgia
estereotaxica de acordo com a técnica utilizada por Martins-Pinge (Martins-Pinge et
al., 1997). Sob anestesia de Cetamina (100 mg/kg) e Cloridrato de Xylasina (20
mg/kg), as canulas-guia foram implantadas e fixadas com resina acrilica em direcao
a area RVLM, utilizando-se as seguintes coordenadas: AP= -3,0; L= 1,8 mm em
relacdo a sutura lambdoéide (Paxinos e Watson, 2009). Apds esta cirurgia, 0s animais
receberam uma dose profilatica de poli-antibiético veterinario (40.000 Ul) com
estreptomicina e penicilina e voltaram ao biotério para recuperacédo da cirurgia por 3

dias.

4.5 CATETERIZACAO DA ARTERIA E VEIA FEMORAL

Apéds os 3 dias de recuperacdo da estereotaxia, 0s animais foram
submetidos a uma nova cirurgia sob anestesia de Cetamina (100 mg/kg) e Cloridrato
de Xylasina (20 mg/kg), para cateterizacdo da artéria e veia femoral com o objetivo
de monitorizacdo da pressdo arterial e administragcdo de substancias quando
necessario, respectivamente. Apdés 24 horas, os animais foram submetidos ao

registro basal da presséao arterial, seguido do protocolo experimental.

4.6 AVALIACAO DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

O registro da presséo arterial (PA) foi realizado com os animais
acordados e com livre movimentacdo. A canula arterial do animal foi acoplada a um
transdutor de pressdo (Powerlab modelo MLT0380) conectado a um sistema de
registro computadorizado (Powerlab/ ADInstruments). Durante o periodo de registro
os animais foram mantidos dentro de caixas individuais em ambiente silencioso.
Apoés meia hora de registro basal da PA, os animais foram submetidos ao protocolo

experimental.
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4.7 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Apds o registro basal da pressao arterial foi realizada a microinjecéo
de L-glutamato (5nmol/100 nl) unilateralmente ao RVLM. Apds retorno dos
parametros basais foi realizada a microinjecdo no mesmo sitio de uma das seguintes
substancias: Aminoguanidina (AG) (250 pmol/100nl) (Sigma Co., MO, USA) ou S-
methylisothiourea (SMT) (250 pmol/100 nl) (MP Biomedicals, LLC., France)
(inibidores da INOS) ou salina fisioldgica (100 nl). Apés 5 minutos foi realizada uma
segunda microinjecdo de glutamato (5 nmol/100nl). Esse procedimento foi realizado
nos animais dos grupos CTR e MSG. As concentracdes das substancias
microinjetadas foram baseadas em trabalhos da literatura (Southan et al., 1995;
Martins-Pinge et al., 2005).

Figura 1 — Esquema representativo do protocolo experimental

Estabilizagdoda Estabilizacdoda
PA e FC PAeFC

Microinjegdo
unilateral de
salina ou AG ou
SMT

T T

L-glutamato antes droga L-glutamato apés droga

4.8 MARCAGCAO E HISTOLOGIA DO CEREBRO

Logo apds a eutanasia dos animais com sobredose de anestésico,
0s sitios de microinjecdo foram marcados com uma solucdo de Azul de Evans 2%,
em volume de 100 nl. Depois, 0os animais tiveram seus cérebros retirados e
colocados em formalina 10% para posterior realizacdo dos cortes histologicos.

O cérebro foi seccionado em micrétomo de congelamento (Leica)
através de cortes de 40 um para a regido da RVLM. Os cortes obtidos foram
posicionados e fixados em laminas de vidro e corados pela técnica do vermelho
neutro 1%. Somente 0s animais que tiveram os sitios marcados na area do RVLM

foram considerados como animais experimentais.
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4.9 ANALISE DA VARIABILIDADE DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA E FREQUENCIA CARDIACA

O registro da pressdo arterial pulsatil foi realizado utilizando o
software LabChart 7.0 (ADinstruments, Bella Vista, Australia), que é capaz de
detectar pontos de inflexdo nos pulsos de pressdo e gerar séries, batimento-a-
batimento, com valores de IP e PAS para cada ciclo cardiaco. Para efetuar a analise
da variabilidade esses dados do intervalo de pulso (IP) e pressao arterial sistélica
(PAS) no dominio da frequéncia foram convertidos para o programa computacional
CardioSeries v2.4 (http://www.danielpenteado.com) (Souza e Tezini, 2013). As
séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de IP e PAS foram re-
amostradas em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpola¢do cubica do tipo spline,
para regularizacdo do intervalo de tempo entre os batimentos. Cada serie foi dividida
em segmentos com 512 valores cada com sobreposicdo de 50 % (Protocolo de
Welch). Cada segmento foi examinado visualmente e os segmentos com artefatos
ou transientes foram excluidos. Cada segmento estacionario de IP e PAS teve seu
espectro calculado pela Transformada Réapida de Fourier (FFT), apds janelamento
do tipo Hanning, e inspecionado visualmente. Os espectros que fugiam do padrao
foram descartados. Os segmentos considerados adequados foram integrados em
bandas de baixa frequéncia (LF; 0,20 - 0,75 Hz) e alta frequéncia (HF; 0,75 - 3,00
Hz), e os resultados foram expressos em unidades absolutas (ms® ou mmHg?) e
normalizadas (un). Os valores normalizados foram obtidos por meio do céalculo da
poténcia relativa das bandas de LF e HF levando em consideracdo a poténcia total
de espectro menos a poténcia da banda de muito baixa frequéncia (VLF; < 0,20 Hz).
Para avaliar o balanco simpatovagal cardiaco, calculou-se a razdo entre a poténcia
das bandas de LF e HF (LF/HF) do espectro do IP.

4.10 ANALISE DO BARORREFLEXO ESPONTANEO

A sensibilidade barorreflexa (SBR) foi avaliada no dominio do tempo
por meio do Método da Sequéncia. Utilizando-se o programa computacional
CardioSeries v2.4 (http://www.danielpenteado.com), séries temporais batimento-a-
batimento com valores de IP e PAS foram utilizadas para analise da SBR. As séries
temporais foram analisadas em busca de sequéncias de quatro ou mais batimentos

nos quais aumentos progressivos da PAS foram acompanhados por aumentos
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progressivos do IP, ou reducdes progressivas da PAS foram acompanhadas por
reducdes progressivas do IP. Para deteccdo das alteracdes da PAS e do IP foram
utilizados os limiares de 0 mmHg e 0 ms, respectivamente. ApGs deteccdo de uma
rampa de PAS (sequéncia de quatro ou mais batimentos nos quais aumentos ou
reducdes progressivas da PAS foram acompanhados, ou ndo, de aumentos ou
reducbes do IP), o programa computacional buscava por alteragcbes no IP sem
qualquer intervalo, ou seja, delay de zero batimentos. Uma sequéncia barorreflexa
s6 foi utilizada quando o coeficiente de correlacao (r) entre os valores de PAS e IP
foi maior ou igual a 0,8. A SBR foi determinada a partir da média da inclinacdo da
reta da regressdo linear entre os valores de PAS e IP de cada sequéncia

barorreflexa encontrada.

4.11 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DA INOS DA AREA RVLM

A expressdo de RNAm foi estimada através da quantificagdo por
PCR em tempo real (RT-PCR) em 5-8 amostras por grupo, sendo eles, CTR e MSG.
O cérebro foi retirado e em baixa temperatura com gelo seco, com separacdo da
porcdo bulbar para sec¢cdo de uma fatia de 1 mm na altura da area RVLM.
Considerando o Nucleo Ambiguo (NA) como referéncia anatémica cerebral e com o
auxilio de uma agulha para “punchs”, foi coletado bilateralmente amostras de tecido
cerebral da area RVLM. Apos este procedimento os punchs foram armazenados em
-80°C com 500 pl de Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para posterior extracao
do RNAm. O protocolo para quantificacdo foi descrito por (Sanchez-Lemus et al.,
2009) com algumas modificagdes.

Foram extraidos RNA individuais de cada homogenato seguido de
purificagdo usando kit SV RNA total (Promega). Logo apds, foram feitos os DNA
complementares (cDNA) que foram usados 2 pg de RNA total e ENZIMA M-
MLV (Reverse transcriptase) e OLIGO DT conforme recomendag¢des do fabricante.
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As amostras foram tratadas com DNAse | para
sintese de cDNA por transcri¢cdo reversa de acordo com o protocolo fornecido pelo
fabricante. O cDNA obtido foi entdo armazenado a —20C. As amostras foram
submetidas a amplificacdo por método de Real Time gPCR usando Platinum SYBR
Green (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) Supermix-UDG e oligonucleotideos
especificos da enzima iNOS. A reacdo do PCR em tempo real foi realizada em 20 pl
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de uma mistura contendo 10 pl SYBR Green PCR (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), 2 pl de cDNA e 0,3 uM de cada primer para reacdo especifica no DNA
Engine Opticon™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Os primers especificos da enzima
INOS foram: sense primer: AGGCCACCTCGGATATCTCT, antisense primer:
GTGAGGTTTCCCGTTGAAG.

A amplificacao foi realizada a 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos
de 95°C por 15 seg e 56-60°C por 60 seg. ao final da amplificagéo, a especificidade
de cada PCR foi confirmada pela determinacdo da temperatura do melt do produto
do PCR. As diluicGes seriais de cDNA dos ratos foram utilizadas para determinacao
da curva de calibracdo. Cada amostra individual foi quantificada pela determinacéo
do limiar do ciclo e usando a curva de calibracdo. A quantidade relativa de RNA foi
normalizada pelo gene 18S do RNA ribossomal (rRNA) (controle enddgeno) e

expresso como unidades arbitrarias.

4.12 DOSAGEM DE NITRITO NA RVLM

A concentragado de 6xido nitrico foi obtida através de “punchs” da
RVLM do bulbo de animais CTR e MSG. O método foi realizado pela dosagem de
nitrito como descrito por (Panis et al., 2011) com algumas modificacdes. Para
adaptacao foi considerado o peso seco de cada amostra mantendo a concetracao
de 100 mg/peso umido de tecido/ mililitro de PBS. Todos os reagentes foram obtidos
da Sigma Chemical Co.

O punch de RVLM foi homogeneizado em tampao fosfato-salina
(PBS) para uma concentragao final de 100 mg/ peso umido de tecido/ ml de PBS.
Foi centrifugado a 10,000 rpm por 10 minutos para obtencdo de sobrenadantes. O
sobrenadante foi desproteinizado pela adicdo de 0,8 vol de 75 mM de solucéo de
ZnS0O, (Merck), misturado utilizando voértex e depois centrifugado a 10,000 rpm por 2
minutos a 25°C. Apos, foi adicionado 1,1 vol de solugcdo 55mM NaOH (Merck) para
cada sobrenadante. As amostras foram homogeneizadas no vortex e centrifugadas
novamente a 10,000 rpm por 5 minutos a 25°C. O sobrenadante final foi recuperado
e diluido em solucao tampdo de glicina (45g/l pH 9,7, Merck) em uma proporcao de
3:1.

Granulos de Cadmio (Fluka) armazenados em solucdo 100 nM

H.SO, (Merck) foram lavados trés vezes em agua destilada estéril e adicionada



197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222

26

solucdo de 5mM CuSO, em tampéao glicina-NaOH (15 g/L, pH 9,7, Merck) por 5
minutos e granulos foram usados com 10 minutos. O tratamento com Cadmio é
usado para converter todo nitrato das amostras em nitrito, possibilitando maior
precisdo do total de NO nas amostras originais. Os granulos ativados (100-400 mg
aproximadamente 1-3 granulos) foram adicionados ao sobrenadante e gentilmente
misturados por 10 minutos. Aliquotas de 40 pL foram transferidas para microplacas
de 96 pocos para posterior determinacdo de nitrito. Para cada poc¢o foi adicionado o
mesmo volume de reagente Griess (reagente I: 50 mg de Natftiletileno em 250 ml de
agua destilada; reagente Il: 5 g de acido sulfanilico em 500 ml de 3 M HCI, Sigma).
Depois foi incubado por 10 minutos em temperatura ambiente. Para determinar a
concentracdo de nitrito nas amostras, foi preparado uma curva de calibragdo pela
diluicdo de NaNO, (Merck) em agua destilada estéril para criar uma amplitude de
250 para 0 nM. A absorbancia foi lida em 550 nm usando o leitor de microplacas
padrao (ELX800 Biotek, Minnesota USA). Os resultados finais foram expressos em

mM de nitrito/mg de tecido.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o
programa estatistico GraphPad Prism (San Diego, CA). Os resultados foram
expressos como meédia + erro padrdo da média (EPM). As diferencas entre os
grupos controles e experimentais passaram pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e foram analisadas pela analise de variancia ANOVA One-way
seguida do teste de Tukey-Kramer para analise entre grupos, ou test t-Student
pareado e ndo-pareado para avaliar as diferencas entre dois grupos de animais,

considerando p<0,05.
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RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA OBESIDADE MSG

O tratamento com MSG durante os cinco primeiros dias de vida em
filhotes de ratos Wistar induziu a obesidade em ratos adultos, como indicado por um
aumento do indice de Lee e aumento da gordura perigonadal e retroperitoneal nos
animais MSG (salina/ AG/ SMT) quando comparados aos seus respectivos CTR
(salina/ AG/ SMT). Foi evidenciado também que os animais dos grupos MSG (salina/
AG/ SMT) apresentaram um menor ganho de peso e menor comprimento nasoanal

em comparacao aos seus respectivos grupos CTR (salina/ AG/ SMT) (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeitos da administracdo subcutanea de MSG ou salina equimolar no
periodo neonatal em ratos adultos.

CTR MSG
SALINA AG SMT SALINA AG SMT
(N=5) (N=5) (N=6) (N=5) (N=5) (N=5)
PESO (g) "
32545  31247.84 3264625  27148.43*  274+14.35% 2711487
COMPRIMENTO NASO-
ANAL (cm) 2254022 21,8040,37 22,08#0,30 18,9+0,33* 19.88+0,13* 19,200,26%
INDICE DE LEE 30’5:7%10'3 31,13+0,43 31174032 34,27+0,69* 33,01%025* 33,66+0 44*
GORDURA
PERIGONADAL (g) 18603 146:018 1,67:022  340£032*  3,15:047* 4.10+037*
GORDURA

RETROPERITONEAL (q) 193%0.22 1.89£027  206:029  3,29:019* 3644043 4,08+056"

CTR (controle); MSG (obeso); salina; AG (Amoniguanidina); SMT (S-methylisothiourea).
Teste t-Student. Valores expressos como média £+ EPM; * p < 0,05 vs. respectivo CTR.
Fonte: Lopes, F. N. C., 2016.

5.2 HISTOLOGIA E LOCALIZAGAO DA AREA RVLM

A confirmacdo do sitio de microinje¢do unilateral na RVLM foi
realizada atraves da visualizacdo de corte histologico corado com azul de Evans, e
auxilio do Atlas Paxinos & Watson (1998) e por meio de um mapa da superficie
ventral do bulbo (Figura 2A). Somente os ratos com marcacao da microinjecdo na
area RVLM foram considerados para andlise, tendo o nucleo Ambiguo (NA) como

referéncia para localizacdo da RVLM (Figura 2B).
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Figura 2— (A) Mapa da superficie ventral do bulbo com localizac&o bilateral da area
RVLM. XII Nervo craniano; C1: Primeiro nervo cervical; (B) Corte
histologico e diagrama da regido bulbar com a marcacéao do sitio central
de injecdo na RVLM. NTS: Ndcleo Trato Solitario; nA: Ndcleo Ambiguo;
Sp5: nucleo espinhal do trigémeo; py: Trato Piramidal. Fonte: Lopes, F. N.

C., 2016.
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5.3 PARAMETROS CARDIOVASCULARES

5.3.1 Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca Basal

Os valores de referéncia para a pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) para cada grupo foram obtidos como o valor médio do
periodo de registro basal de pelo menos 30 minutos para cada animal. Os dados

mostraram que ndo houve diferenca na PAM e FC basal entre os grupos. NOs



43
44
45

46

47
48

49
50

51
52

53

54
55

56
57
58
59

60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

29
constatamos que os animais MSG nédo apresentaram hipertensdo comparada aos

animais CTR, sendo seus niveis pressoricos semelhantes (tabela 2).

Tabela 2 — Valores basais de presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) de ratos controle (CTR) e obesos (MSG) acordados.

CTR MSG
(n=16) (n=15)

PAM (mmHg) 110x1 111+2
FC (bpm) 342+6 35719

CTR (controle); MSG (obeso). Teste t-Student ndo pareado. Valores expressos como média
* EPM.
Fonte: Lopes, F. N. C., 2016.

5.3.2 Parametros Espectrais da Presséo Arterial Sistolica (PAS)

Na andlise dos parametros espectrais da pressao arterial sistélica

nao foi observado diferencas entre os grupos CTR e MSG (Figura 3).
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Figura 3- Parametros espectrais basais da presséo arterial sistolica (PAS) de ratos
CTR (controle, n=16) e MSG (obeso, n=15), batimento a batimento
calculado através da analise autorregressiva. Variancia total e LF (low
frequency) absolutos. Teste de comparacdo multipla Anova one way
seguido do pos teste de Tukey-Kramer. Valores expressos como média
+ EPM.
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Fonte: Lopes, F. N. C., 2016.

5.3.3 Parametros Espectrais do Intervalo de Pulso (IP)

Na andlise do intervalo de pulso foi observada reducdo da variancia,
do componente LF absoluto e do VLF no grupo MSG quando comparado com o
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grupo CTR (Figura 4). Nos parametros LF normalizado, HF normalizado e absoluto e

na relacdo LF/HF nao foi observado diferencas.

Figura 4 - Parametros espectrais basais da analise do intervalo de pulso (IP)
calculados de séries temporais espectrais autoregressivas do periodo
basal dos grupos CTR (controle, n=16) e MSG (obeso, n=15). Teste
de comparacdo multipla Anova one way seguido do pos teste de
Tukey-Kramer. Valores expressos como média + EPM, *p<0,05 vs.
CTR; **p<0,01 vs. CTR.
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Fonte: Lopes, F. N. C., 2016.

5.3.4 Andlise do Barorreflexo Espontaneo

encontrado nenhuma diferenca entre os grupos CTR e MSG (Tabela 3).

Nos parametros basais da andlise barorreflexa espontanea néao foi
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Tabela 3 - Sensibilidade barorreflexa espontanea de animais CTR e MSG no

periodo basal.

CTR MSG

(n=16) (n=15)
BEI UP 0,20+0,03 0,14+0,02
BEI DOWN 0,15+0,01 0,14+0,01
BEI ALL 0,18+0,02 0,14+0,02
GAIN UP 1,48+0,14 1,40+0,20
GAIN DOWN 1,45+0,14 1,26+0,16
GAIN ALL 1,48+0,13 1,25+0,13

CTR (controle); MSG (obeso). Teste t-Student ndo pareado. Valores expressos como média + EPM.

Fonte: Lopes, F. N. C., 2016.

5.3.5 Microinjecéo de L-glutamato Antes e Apds Tratamento com Salina em Ratos

Controle e MSG.

N&o houve diferencas entre os grupos CTR e MSG no aumento da

PAM produzido pelo L-glutamato no grupo tratado com salina. Também nédo foram

observadas diferencgas significantes na variacao da FC (tabela 4; figura 5).

Tabela 4 - Variacdo da resposta ao L-glutamato na RVLM de ratos CTR e MSG

acordados tratados com salina.

ANTES APOS
MSG CTR MSG
(n=5) (n=5) (n=5)
A PAM (mmHg) 4517 44+7 54+7 42+6
A FC (bpm) 18+15 50+34 -351+24 2019

CTR (controle); MSG (obeso). Teste t-Student pareado. Valores expressos como média +

EPM.
Fonte: Lopes, F. N. C., 2016.
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Figura 5 — Efeitos da microinjecdo de L-glutamato antes e apds salina sobre o0s
parametros da pressao arterial média (PAM) (A) e frequéncia cardiaca
(FC) (B) em ratos CTR (controle) e MSG (obeso) ndo anestesiados.
Teste t-Student pareado. Valores expressos como média + EPM.
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Fonte: Lopes, F. N. C., 2016.

5.3.6 Microinjecdo de L-glutamato antes e apds Tratamento com Aminoguanidina
(AG) em Ratos CTR e MSG.

Nos ratos tratados com AG, a microinjecdo de L-glutamato produziu
variacdo maior na PAM no grupo MSG apés o tratamento. No entanto, ndo alterou

as variacbes da PAM no grupo CTR. Na variagdo da FC, ratos do grupo CTR



154
155
156
157

158
159

160
161

163
164

165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183

34

apresentaram aumento maior apos o tratamento com AG. Ja no grupo MSG o
tratamento com AG ndo alterou a queda de FC promovida pelo L-glutamato (tabela

5; figura 6).

Tabela 5 - Variacdo da resposta ao L-glutamato na RVLM de ratos CTR e MSG
acordados tratados com Aminoguanidina.

ANTES APOS
CTR MSG CTR MSG
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
A PAM (mmHg) 5048 408 635 61+4*
A FC (bpm) 76+12 -23+65 132+12% -4+47

CTR (controle); MSG (obeso). Teste t-Student pareado. Valores expressos como média + EPM. * p <
0,05 vs. MSG AG antes; #p< 0,05 vs. CTR AG antes.
Fonte: Lopes, F. N. C., 2016.
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184 Figura 6 - Efeitos da microinjecdo de L-glutamato antes e apds Aminoguanidina

185 (AG) sobre os parametros da pressao arterial média (PAM) (A) e
186 frequéncia cardiaca (FC) (B) em ratos CTR (controle) e MSG (obeso)
187 nao anestesiados. Teste t-Student pareado. Valores expressos como
188 média + EPM, p<0,05. * p<0,05 vs. CTR AG antes; “p<0,05 vs. CTR
189 AG antes
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5.3.7 Microinjecdo de L-glutamato Antes e Apds Tratamento com S-
Methylisothiourea (SMT) em Ratos CTR e MSG

Nos ratos tratados com SMT, a microinjecdo de L-glutamato
produziu variacdo significante na PAM no grupo MSG apés o tratamento, nao
alterando as variacbes da PAM no grupo controle. Na variacdo da FC apls o
tratamento ambos os grupos apresentaram taquicardia, no entanto somente o grupo
CTR apresentou aumento significante em relacdo ao seu controle (tabela 6; figura
7).

Tabela 6 - Variacdo da resposta ao L-glutamato na RVLM de ratos CTR e MSG
acordados tratados com S-methylisothiourea.

ANTES APOS
CTR MSG CTR MSG
(n=5) (n=5) (n=6) (n=5)
A PAM (mmHg) 50+4 458 5945 65+2*
A FC (bpm) 43+46 -29+23 119+29" 33+34

CTR (controle); MSG (obeso MSG). Teste t-Student pareado. Valores expressos como
média + EPM. * p < 0,05 vs. MSG SMT antes; # p< 0,05 vs. CTR SMT antes.
Fonte: Lopes, F. N. C., 2016.
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225 Figura7 - Efeitos da microinjecdo de L-glutamato antes e apos S-methylisothiourea

226 sobre os parametros da presséao arterial média (PAM) (A) e frequéncia
227 cardiaca (FC) (B) em ratos CTR e MSG nao anestesiados. Teste t-
228 Student pareado. Valores expressos como média + EPM. * p < 0,05 vs.
229 SMT MSG antes; ¥ p<0,05 vs. SMT CTR antes
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5.4 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DA INOS POR RT-PCR E DOSAGEM DE NITRITO EM
PUNCHS DE RVLM

Os niveis de nitrito foram semelhantes nos “punchs” de RVLM de
ratos CTR e MSG (figura 8).

Figura 8 — Expresséo génica de iINOS em punchs de RVLM por RT-PCR e animais
CTR (controle) e MSG (obeso). Teste t-Student ndo pareado. Valores
expressos como média + EPM
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Fonte: Lopes, F. N. C., 2016.

Também nao foi observado diferenca nos niveis de nitrito entre os

grupos CTR e MSG em punchs de RVLM nos animais (figura 9).
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Figura9 — Dosagem de nitrito em punchs de RVLM em animais CTR (controle) e
MSG (obeso). Teste t-Student ndo pareado. Valores expressos como

média + EPM.

3.01

N
T

N
e

mg/g tecido
el
e 9

o
T

0.0

Fonte: Lopes, F. N. C., 2016.

[ CTR (n=10)
Bl VSG (n=9)



© 00 N o o B~ W N -

W W W W WN RN NDNDNDDRNDNDRNDNNDNIERPRER P P R B P PR, e
E WO N P O © 0 N o 0 B WO NP O © 0 N o 0ol M W N B O

40

DISCUSSAO

No presente trabalho confirmamos os dados da literatura a cerca do
modelo MSG em que o tratamento com glutamato monossoédico nos 5 primeiros dias
de vida dos animais levou a obesidade neuroenddcrina. Essa constatacéo foi devido
ao fato dos animais MSG apresentarem um maior indice de Lee e peso das
gorduras retroperitoneal e perigonadal, além de menor comprimento nasoanal e
ganho de peso que o0s animais controle. Foi observado nos parametros
cardiovasculares que a PAM e FC basais apresentaram resultados semelhantes,
ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos controle e obeso; o mesmo
ocorrendo para a modulacdo simpatica da pressdo arterial sistdlica. Quando
realizadas as microinjecdes de L-glutamato foram analisadas as variacdes de PAM e
FC antes e apo0s os trés tratamentos agudos realizados. No grupo AG, foi observado
maior aumento da PAM do grupo MSG apoés o tratamento e maior aumento da FC
no grupo CTR depois do tratamento. O mesmo se observou apos o tratamento com
SMT. Nao houve, no entanto, alteracdes significantes apds o tratamento com salina.
Esses resultados sugerem o envolvimento da INOS na neurotransmissao
glutamatérgica da RVLM em ratos obesos. No entanto, ndo observamos alteragfes
significantes na expressao da iINOS, bem como nos niveis de NO na area RVLM
entre 0s grupos.

Apesar dos animais MSG ndo apresentarem ganho de peso maior
do que os animais CTR, eles ganharam mais gordura perigonadal e retroperitoneal.
Tais condi¢cbes podem estar relacionadas aos efeitos ja evidenciados em outros
trabalhos, onde se observou menor liberagcdo do horménio do crescimento levando
ao baixo desenvolvimento corporal, atrofia da hipéfise, gbnadas e nervo optico
(Zelezna et al., 2009). O aumento da gordura sem aumento do peso corporal neste
modelo pode ser explicado ndo por aumento da ingesta alimentar como observado
em outros modelos de obesidade, mas provavelmente devido a uma menor taxa
metabolica (Maletinska et al., 2006; Zelezna et al., 2009)

Neste estudo n&o foi observado nos animais MSG alteracdo na
pressdo arterial de repouso, diferente de estudos anteriores do laboratério onde se
demonstrou que ratos Wistar que receberam a mesma dose de MSG nos primeiros 5
dias de vida apresentaram hipertenséo arterial na idade adulta, sendo os parametros

cardiovasculares coletados da mesma forma (Cunha et al.,, 2010). Voltera e
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colaboradores (Voltera et al., 2008) observaram que a PAM de animais MSG
anestesiados quando medida de forma direta os animais apresentavam hipertensao
e quando a medida era de forma indireta com animais acordados, por pletismografia
de cauda, os mesmos ndo se apresentavam hipertensos. No nosso caso, a Unica
diferenca estava no fato dos animais do presente estudo terem sido submetidos ao
procedimento de implante de canulas-guia, trés dias antes da cateterizacdo. Nossa
hipotese para essa discrepancia seria que os animais deste protocolo passam por
uma cirurgia estereotaxica e no periodo de recuperacdo perdem peso e, por
consequéncia, gordura corporal. Como é sabido que o tecido adiposo pode secretar
horménios e citocinas que podem interferir nos niveis de PA (Rumantir et al., 1999),
dessa forma podemos sugerir que a perda de gordura pelo animal MSG tenha sido a
responsavel por normalizar os niveis da PA. Além disso, a leptina € um horménio
secretado pelos adipdcitos e ha dados na literatura evidenciando que ela promove
aumento da atividade simpética (Hall et al., 2001). Dessa forma, se ha diminui¢do de
gordura corporal deveria haver diminuicdo também da secrecdo de leptina, que
poderia ser responsavel pela menor ativacdo do SNS, revertendo o quadro de
hipertensao arterial. Além disso, no presente estudo a modulacdo simpatica para a
pressao arterial ndo se mostrou alterada para os animais obesos comparados ao
controle.

Ha autores na literatura que observaram pelo modelo de dieta
hipercal6rica que os animais obesos estavam normotensos (Carroll et al., 2006;
Chen et al., 2010). Entretanto, em modelo de dieta hiperlipidica foi observado
aumento da pressao arterial em animais obesos (Dobrian et al., 2001; Stocker et al.,
2007) e utilizando diferentes linhagens também foi observada a presenca ou ndo de
hipertensdo em animais obesos (Huber e Schreihofer, 2011). Tais estudos sugerem
gue determinadas dietas alimentares e diferentes linhagens podem interferir para o
aumento ou ndo da pressédo arterial de repouso. No entanto, apesar de nao
apresentarem alteracdes basais nos niveis de PA, a literatura sugere que areas do
sistema nervoso central possuem atividade alterada devido ao aumento na ingesta
de lipideos, como ocorre apoOs inibicdo tdnica do ndcleo paraventricular do
hipotdlamo com muscimol, promovendo maior queda na atividade simpatica nos
animais obesos (Chen et al., 2010). Esse estudo sugere que um dos mecanismos
envolvidos nas alteracdes cardiovasculares na obesidade, € o aumento no ténus

simpatico.
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A RVLM é uma area bulbar responsavel pela regulacédo da atividade
nervosa simpatica e da PA. O L-glutamato € um neurotransmissor, entre outros,
responsavel pela excitabilidade dos neurdnios dessa é&rea. Quando realizada
injecbes de L-glutamato na RVLM observa-se aumento da descarga neuronal
contribuindo para o aumento da atividade simpatica e da PA (Guyenet, 2006). Dados
da literatura acerca das alteracdes na neurotransmissdo glutamatérgica na RVLM
observaram que em ratos obesos Zucker a microinje¢éo de antagonista néo-seletivo
(acido quinurénico) promovem mudancas semelhantes na pressao arterial,
frequéncia cardiaca e atividade simpéatica entre animais controle e obesos (Huber &
Schreihofer, 2011). Nesse estudo os autores sugerem que possivelmente o aumento
da pressao arterial nesses animais obesos possa ser devido ao aumento do tbnus
angiotensinérgico e diminuicao do tdnus gabaérgico.

No presente trabalho, a resposta pressora a microinjecao unilateral
de L-glutamato antes dos tratamentos ndo se mostrou aumentada nos animais MSG
guando comparada aos CTR, corroborando os dados de Huber e Schreihofer, 2011.
No entanto, apds a microinjecdo dos inibidores da iINOS as respostas pressoras ao
glutamato foram maiores nos animais obesos. Esses resultados sugerem a
participagdo da isoforma iINOS sobre o controle glutamatérgico da PA nos animais
obesos. No entanto, os niveis de nitrito e a expressdo da iINOS na RVLM néo se
mostraram alterados nos animais obesos. Dessa forma, poderiamos suspeitar que
mudancas na expressao de outras isoformas pudessem estar interferindo nesses
resultados.

No trabalho de Wu e colaboradores (Wu et al., 2014), os autores
avaliaram a expressdo das isoformas da NOS na RVLM de ratos com sindrome
metabodlica induzida por dieta rica em frutose por 8 semanas. Os autores
observaram que as isoformas INOS e eNOS estavam inalteradas apos a dieta,
porém a expressao da nNOS apresentava-se aumentada. Dessa forma, um aumento
na atividade de outra isoforma poderia talvez explicar as alteracdes observadas nos
estudos funcionais do glutamato do presente estudo. Essa hipdtese precisa ser

elucidada em estudos posteriores.
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CONCLUSAO

O presente estudo sugere um papel para o o6xido nitrico nas
respostas cardiovasculares da RVLM em ratos obesos. No entanto, a origem dessa
alteracdo pode ser decorrente de outra isoforma que ndo a INOS. Essa

comprovacao requer novos experimentos.
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