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PORCARI, F.C.C. Participagdo dos hormonios ovarianos no perfil cardiovascular,
autonémico e inflamatério em ratas obesas. 2019. 88 f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Com o envelhecimento, o risco de doencas cardiovasculares (DCVs) é maior no sexo
feminino, devido principalmente a interrupcdo na producdo dos horménios ovarianos e €
intensificado quando em conjunto & obesidade. O estradiol é enfatizado como um agente
cardioprotetor e o uso de terapia hormonal tem sido sugerido como estratégia para prevencao
de DCVs em mulheres, mas esta conduta permanece controversa quanto ao papel benéfico ou
maléfico ao organismo feminino. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi de investigar o0s
efeitos da auséncia hormonal ovariana e do tratamento com estradiol, sobre parametros
cardiovasculares, autondmicos e inflamatorios de ratas induzidas a obesidade com glutamato
monossodico (MSG). Este trabalho foi realizado em duas partes, no qual foram utilizadas
ratas Wistar adultas e divididas em 4 grupos para cada etapa. Parte 1 Grupos: ndo obesas nao
ovariectomizadas (CTR SHAM); ndo obesas ovariectomizadas (CTR OVX); obesas ndo
ovariectomizadas (MSG SHAM); obesas ovariectomizadas (MSG OVX). Parte 2 Grupos:
ndo obesas ovariectomizadas tratadas com Oleo de améndoas (CTR OL); ndo obesas
ovariectomizadas tratadas com estradiol (CTR ESTR); obesas ovariectomizadas tratadas com
6leo de améndoas (MSG OL); obesas ovariectomizadas tratadas com estradiol (MSG ESTR).
A obesidade foi induzida pela administracdo intradérmica de 4 mg/g de peso corporal de
MSG ou salina equimolar nos 5 primeiros dias de vida de ratas. Em todos os grupos a OVX
ou falsa OVX foram realizadas aos 75 dias de vida das ratas. O tratamento com estradiol
(Img/kg animal) ou seu veiculo (6leo de améndoas) foram realizados durante 8 semanas apos
a OVX. Ap0s as 8 semanas todas as ratas foram submetidas a cateterizacdo da artéria femoral
para a monitorizacdo da pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e submetidas
a eutanasia para a coleta do encéfalo, coracdo, rins, aorta, uUtero, tibia, tecido adiposo
retroperitoneal e coleta do plasma. Os resultados da parte 1 do estudo mostraram que as ratas
CTR OVX apresentaram maior peso corporal em relacdo as CTR SHAM. O peso do tecido
adiposo retroperitoneal, foi maior nas ratas MGSs OVX e ndo OVX comparados aos
respectivos controles. O peso uterino das ratas OV X tanto MSG e CTR foram menores do que
das ratas ndo OVX. A frequéncia cardiaca (FC) das ratas MSGs foram maiores comparadas
com as CTRs. A analise espectral do intervalo de pulso (IP) no grupo MSG OVX obteve
elevacdo do LF, e diminuicdo do HF. Em relagdo ao 6xido nitrico (NO), houve aumento nos
rins no grupo CTR OV X e diminui¢do no MSG OV X em relagdo ao CTR OVX. No entanto,
no coragéo diminuiu no CTR OVX e MSG OV X comparados ao CTR SHAM e MSG SHAM.
No plasma, a concentracdo de NO foi maior no grupo MSG OV X quando comparado ao MSG
SHAM. A expresdo da enzima iNOS no tecido cardiaco, é elevado no grupo MSG OVX
comparado ao CTR OVX e ao MSG SHAM, nos rins estd maior no grupo MSG OVX em
relacdo ao grupo CTR OV X e no cérebro a expressdo da enzima € maior no grupo MSG OV X
comparado ao MSG SHAM. Os resultados das analises da parte 2 do estudo, mostraram que 0
ganho de peso corporal do grupo MSG ESTR foi menor do que nos grupos CTR ESTR e
MSG OL, houve aumento do peso da tecido adiposo retroperitoneal nos animais do grupo
MSG OL em relagéo aos grupos CTR OL e MSG ESTR, sendo que os animais do grupo MSG
ESTR apresentaram valor significativo menor de peso da tecido adiposo retroperitoneal em
comparagdo com o grupo MSG OL e CTR ESTR. Os animais obesos tanto tratados com 6leo
guanto com estradiol apresentaram menor comprimento em relacdo aos seus grupos controles
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(CTR OL e CTE ESTR). Houve um aumento no céalculo do indice de Lee nos animais MSGs
(MSG OL e MSG ESTR) em relacdo aos seus controles (CTR OL e CTR ESTR)
respectivamente e uma diminuigdo deste célculo no grupo obeso tratado com estradiol (MSG
ESTR) comparado ao grupo MSG OL. O peso uterino das ratas do grupo CTR ESTR e MSG
ESTR foi maior quando comparados aos grupos controles CTR OL e MSG OL. Os resultados
da FC mostraram-se elevados no grupo MSG OL quando comparado ao grupo CTR OL. Na
anélise da modulagdo autonémica da presséo arterial sistdlica (PAS) houve aumento da banda
LF no grupo CTR OL em relacdo aos grupos CTR ESTR e MSG OL. A efetividade do
barorreflexo (ALL Bei) foi menor no grupo MSG OL em relagdo ao CTR OL e o ganho down
foi menor no grupo MSG ESTR comparado ao CTR ESTR. O grupo obeso tratado com
estradiol diminuiu a concentracdo plasmatica de NO comparado ao grupo controle com
estradiol. No rim o grupo MSG ESTR demonstra maior expressao de iNOS no grupo MSG
ESTR em relacdo ao grupo MSG OL, j& no cérebro esta elevado nos grupos MSG OL e MSG
ESTR, comparados aos seus controles respectivamente e ainda € maior a expressdo da enzima
INOS no grupo MSG ESTR comparado ao grupo MSG OL. Pode se concluir que a auséncia
dos hormdnios ovarianos em associacdo com a obesidade MSG, atuam de forma efetiva em
alteragdes cardiovasculares, autonémica e inflamatoria, no entanto, diante da terapia hormonal
com estradiol, conclui-se que o tratamento diminui os fatores de risco para desenvolver
DCVs, inibindo a acdo do SNS regulando os parametros cardiovasculares e autondmicos,
porém a terapia nao reverte o processo inflamatorio.

Palavras chave: Obesidade. Ovariectomia. Oxido nitrico. Inflamagdo. Estradiol. Doencas
cardiovasculares. Alteragdes autondmicas.
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PORCARI, F.C.C. Participation of ovarian hormones in the cardiovascular, autonomic
and inflammatory profiles in obese rats. 2019 88 p. Thesis (Doctorate’s degree in
Physiological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

With aging, the risk of cardiovascular disease (CVD) is higher in females, mainly due to the
interruption in the production of ovarian hormones and is intensified when combined with
obesity. Oestradiol is emphasized as a cardioprotective agent and the use of hormone therapy
has been suggested as a strategy for preventing CVD in women, but this conduct remains
controversial as to the beneficial or harmful role to the female organism. Thus, the objective
of this study was to investigate the effects of ovarian hormonal absence and oestradiol
treatment on cardiovascular, autonomic and inflammatory parameters of rats induced obesity
with monosodium glutamate (MSG). This work was performed in two parts, in which adult
Wistar rats were divided into 4 groups for each stage. Part 1 Groups: non-obese non-
ovariectomized (CTR SHAM); non-obese ovariectomized (OVX CTR); obese non-
ovariectomized (MSG SHAM); ovariectomized obese women (MSG OVX). Part 2 Groups:
ovariectomized nonobese treated with almond oil (CTR OL); ovariectomized ovariectomized
women treated with estradiol (CTR ESTR); obese ovariectomized treated with almond oil
(MSG OL); ovariectomized obese women treated with estradiol (MSG ESTR). Obesity was
induced by the intradermal administration of 4 mg / g body weight of MSG or equimolar
saline in the first 5 days of rat life. In all groups the OVX or false OV X were performed at the
75 days of rats life. Treatment with estradiol (1mg / kg animal) or your vehicle (almond oil)
was performed for 8 weeks after OVX. After 8 weeks, they underwent femoral artery
catheterization for monitoring of mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and submitted
to euthanasia for collection of the brain, heart, kidneys, aorta, uterus, tibia and retroperitoneal
fat, and plasma collection. The results from part 1 of the study showed that CTR OVX rats
had higher body weight than CTR SHAM. The weight of retroperitoneal fat was higher in rats
MGSs OVX and non-OVX compared to the respective controls. The uterine weight of both
MSG and CTR OVX rats were lower than non-OVX rats. HR of MSG rats were higher
compared to CTRs. The spectral analysis of the pulse interval (PI) in the MSG OV X group
obtained elevation of LF, and decrease of HF. In relation to nitric oxide (NO), there was an
increase in the kidneys in the OVX CTR group and a decrease in the OVX MSG in relation to
the OVX CTR. However, the heart decreased in the CTR OVX and MSG OV X compared to
CTR SHAM and MSG SHAM. In plasma, NO concentration was higher in the MSG OV X
group when compared to MSG SHAM. Expression of iNOS enzyme in cardiac tissue is
elevated in MSG OV X group compared to CTR OVX and MSG SHAM, kidney is elevated in
MSG OVX group compared to CTR OV X group and brain expression of enzyme is higher in
MSG group OVX compared to MSG SHAM. The results of the analyzes of part 2 of the study
showed that the body weight gain of the MSG ESTR group was lower than in the CTR ESTR
and MSG OL groups. CTR OL and MSG ESTR, and animals from the MSG ESTR group had
a significantly lower value of retroperitoneal fat weight compared to the MSG OL and CTR
ESTR group. Obese animals treated with both oil and estradiol were shorter in length than
their control groups (CTR OL and CTE ESTR). There was an increase in the Lee index
calculation in the MSGs (MSG OL and MSG ESTR) animals compared to their controls
(CTR OL and CTR ESTR) respectively and a decrease of this calculation in the estradiol-
treated obese group (MSG ESTR) compared to the group. MSG OL. The uterine weight of
CTR ESTR and MSG ESTR group rats was higher when compared to CTR OL and MSG OL
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control groups. HR results were high in the MSG OL group when compared to the CTR OL
group. In the analysis of autonomic modulation of systolic blood pressure (SBP) there was an
increase in the LF band in the CTR OL group compared to the CTR ESTR and MSG OL
groups. Baroreflex effectiveness (ALL Bei) was lower in the MSG OL group compared to
CTR OL and down gain was lower in the MSG ESTR group compared to CTR ESTR. The
estradiol-treated obese group decreased the NO plasma concentration compared to the
estradiol control group. In the kidney the MSG ESTR group demonstrates higher iNOS
expression in the MSG ESTR group compared to the MSG OL group, in the brain it is higher
in the MSG OL and MSG ESTR groups compared to their controls respectively and the iINOS
enzyme expression is higher in the brain. MSG ESTR group compared to MSG OL group. It
can be concluded that the absence of ovarian hormones in association with obesity MSG, act
effectively in cardiovascular, autonomic and inflammatory changes. develop CVDs, inhibiting
the action of the NHS by regulating cardiovascular and autonomic parameters, but therapy
does not reverse the inflammatory process.

Keywords: Obesity. Ovariectomy. Nitric oxide. Inflammation. Estradiol. Cardiovascular
diseases. Autonomic alterations.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doengas Cardiovasculares e fatores de risco no sexo feminino

Doencas cardiovasculares (DCVs) é um grupo de patologias do coracdo e dos
vasos sanguineos como a disfuncdo coronariana, cerebrovascular e arterial periférica.
Zhang et al., (2019) enfatizam que é a principal causa de morte em todo o mundo e
segundo a Organizacdo Mundial de Saude, € a primeira causa de morte no Brasil. Dentre
os fatores de risco para o desenvolvimento de DCVs estdo o tabagismo, a inatividade
fisica, a hiperlipidemia e a dieta rica em lipidios saturados que consequentemente leva ao
desenvolvimento da obesidade, a qual esta relacionada com varios fatores de risco para
DCVs como a resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, diabetes e a hipertensao arterial
(HSIEH, 2015; RIQUE, SOARES e MEIRELLES, 2002; ISHITANI, et al., 2006; LOPES,
2007).

O risco de DCVs, com o aumento da idade, € maior no sexo feminino comparado
ao masculino, presumivelmente em consequéncia da diminuicdo da secrecdo hormonal
ovariana, 0 estrogénio e a progesterona, que ocorre naturalmente na fase da p6s-menopausa
(HSIEH, 2015). Mais de 50% das mulheres nesta fase possuem disfuncdo microvascular
coronariana, o qual € muitas vezes mal diagnosticada e tratada (ELIAS-SMALE, et al.,
2015). A diminuicdo destes hormonios também estad relacionada a ativacdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), ligada a patogénese da disfuncéo diastdlica e a
consequéncia do aumento da pressdo arterial (PA) (ZHAO, 2014), mostrando que ha uma
associacédo entre a regulacdo da PA e as alteracdes das concentre¢Ges hormonais ovarianos
(MARIC-BILKAN et al., 2014).

Segundo Reckelhoff et al., (2019) ha dimorfismo sexual/de género na incidéncia e
regulagdo da PA em humanos e modelos animais experimentais, respectivamente, e
portanto 0s mecanismos responsaveis pela hipertensdo em homens e mulheres sdo
diferentes, mas as razdes para essas diferencas ndo sdo aparentes.

As DCVs mostram muitas diferengas relacionadas ao sexo, devido aos
Cromossomos sexuais, que sao expressos em cada tipo de célula e diferem entre machos e
fémeas, do ponto de vista estritamente bioldgico, as mulheres e os homens sao diferentes
em termos de genetica, epigenética e endocrinologia e mecanismos moleculares complexos

fundamentam uma manifestacdo patoldgica diversa, devido a expressdo génica



O 00 N o v b~ w N R

W W W W N N N N N N N N NN P P P P P R R R R p
W N P O VW 00 N O 1 B W N P O O O N O UL M W N L O

20

diferenciada e a interacdo dos hormdnios sexuais com seus receptores especificos em
diferentes tecidos (DE BELLIS, 2019). H& diferencas significativas entre os sexos em
muitos aspectos das DCV, tais como fatores de risco, manifestacdes clinicas e resposta ao
tratamento e prognostico (ZHANG et al., 2019). Hong et al., (2009) explicam que a
diferenca na suscetibilidade a doencas como cancer e DCVs entre machos e fémeas €
devida em parte as diferencas fisioldgicas, incluindo aquelas que influenciam a
vulnerabilidade ao ganho de peso corporal e enfatizam que a compreensséo das diferencas
metabolicas existente entre 0s sexos pode levar a descoberta de melhores tratamentos e
estratégias preventivas especificas para cada um.

Lima- Mendoza et al., (2014), demonstraram que a combinacdo de diminuicdo
hormonal ovariana e a obesidade originam alteracbes na funcdo hemodinédmica e o
aparecimento do estresse oxidativo, no organismo feminino, que pode, por sua vez,
aumentar a probabilidade de desenvolver disturbios cardiovasculares. O risco de DCVs
aumenta drasticamente na fase p6s-menopéausica, periodo em que ocorre a interrup¢éo na
producdo dos hormdnios ovarianos, em compara¢do com as mulheres na pré-menopausa
(CAMPOS et al., 2014), e pode-se relacionar o estrogénio com efeitos protetores na
funcdo cardiometabolica (SIVASINPRASASN et al., 2015), alem do mais, com auséncia
dos horménios ovarianos, hd um aumento do risco de hipertensdo arterial, perfil lipidico
anormal, disfuncdo diastolica do ventriculo esquerdo (DDVE), insuficiéncia cardiaca,
arteriosclerose e os deslocamentos de distribuicdo de tecido adiposo gluteo-femural para
depdsitos abdominais, o que favorece outro fator de risco para desesvolvimento de DCVs,
que é a obesidade no organismo feminino (YAMATANI, 2015; LEENERS et al., 2017 e
RASTOVIC et al., 2016; RECKELHOFF et al., 2019).

1.2 Relacéo entre as doengas cardiovasculares e terapia de reposi¢do hormonal (TRH)

Desde a adolescéncia, a vida de uma mulher é caracterizada pela menstruagao
mensal, que tipicamente cessa, entre a idade de 40 e 60 anos, caracterizando a menopausa.
Neste periodo o potencial de reprodugdo diminui, 0s ovarios se esgotam de odcitos e aos
50 anos a atividade ciclica de gonadotrofinas, peptideos e esterodides € perdida, causando a
reducdo fisioldgica nas concentragfes dos hormonios ovarianos. O estrogénio, horménio
importante para a homeostase de lipidios, glicose e sintese de proteinas, € responsavel por

regular a ingestdo de alimentos e 0 gasto de energia por acdo do sistema nervoso central
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(SNC). Ja a progesterona, esta relacionada a transcricdo génica de proteinas que regulam as
funcbes do tero, ovario, glandula mamaria e cérebro. Esta diminuicdo dos hormonios
ovarianos provoca entdo uma serie de distirbios clinicos, como, a quantidade de massa
corporal, tdnus vasomotor, alteracGes do sistemas, enddcrino, cardiovascular, esquelético,
do trato urogenital e imunolégico (HONOUR, 2018).

Com a diminuicdo dos hormdnios ovarianos ocorre alteragfes adversas, como
aumento nos lipidios e lipoproteinas, alteracfes na distribuicdo de tecido adiposo corporal
com acumulo de tecido adiposo central e visceral, um aumento na incidéncia de
hipertenséo e de diabetes mellitus tipo 2, desenvolvimento da arteriosclerose disfuncdo do
endotélio vascular e consequentemente a um aumento geral no risco de DCVs, em
particular a doenca cardiaca coronariana (DCC) (MARIC-BILKAN et al.,, 2014;
YAMATANI, 2015; STEVENSON, et al., 2018).

E bem conhecido que o risco de DCV aumenta significativamente apds a
menopausa com alteracBes fisioldgicas, que afetam o sistema cardiovascular, devido &
diminuicdo dos horménios. Contudo, o uso de estrogénio em mulheres na p6s-menopausa
para reduzir o risco de desenvolver DCV permanece controverso (ZHANG et al., 2019).
Hé& estudos que sugerem que 0s estrogénios exercem seus efeitos em drgdos-alvo, como a
vasculatura, os rins, o sistema imunoldgico e 0 SRAA, que implica na regulacdo da presséo
arterial e da funcdo cardiovascular tanto em humanos quanto em modelos experimentais,
sugerindo que o uso da terapia hormonal seria benéfico na prevencdo da doenca apds a
perda natural de hormdnios ovarianos (MARIC-BILKAN et al., 2014)

No trabalho de Bundalob, (2017), o estradiol foi enfatizado como um agente
cardioprotetor, visto que a administracdo do mesmo em ratas ovariectomizadas (OVX),
uma cirugia com a remoc¢do dos ovarios, que mimetiza o0 estado pds-menopausa das
mulheres, expostas ao aumento da ingestdo de frutose, foi benéfica para o coracdo. Os
autores acreditam que esses dados, sdo Uteis para clinicos que lidam com mulheres na pos-
menopausa suscetiveis a doencas metabolicas com a terapia de reposi¢cdo hormonal
(BUNDALOB, 2017, HONG et al., 2009).

Campos et al., (2014) demonstraram que tanto uma dose baixa de reposi¢do com
estrogénio (40% menor que a dose farmacoldgica de 17-estradiol) quanto a dose
farmacologica em ratas OV X, foram eficazes na reducdo do estresse oxidativo cardiaco,
devido a diminuicdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) associado ao aumento da

capacidade antioxidante, o que indica reducdo do risco cardiovascular, visto que estas
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condicdes refletiram na melhora da funcdo do ventriculo esquerdo e no controle
autondémico cardiaco.

Khalil (2005) enfatiza que o uso de TRH é controverso, mas que na pés-menopausa
pode ser mais eficiente na reducdo da pressdo arterial quando hormonios sdo usados em
doses que produzam concentagfes hormonais semelhantes aos aqueles em mulheres na
pré-menopausa, podendo conferir protecéo cardiovascular. No entanto, os autores sugerem
que o tempo de iniciacéo e a duracdo da TRH deve ser personalizada, dependendo da idade

e condicao cardiovascular pré-existente.

1.3 Obesidade e hormonios ovarianos nas disfuncdes autondmicas, cardiovasculares e

inflamatorias

Como o aumento da prevaléncia da obesidade tem se mostrado crescente no sexo
feminino, principalmente no periodo da p6s-menopausa, essa associagdo merece devida
atencdo, pois ambos intensificam o acimulo excessivo de tecido adiposo, aumentando 0s
riscos para o acometimento de processos inflamatérios e dislipidemias (RASIA et al.,
2007). As dislipidemias englobam a hipercolesterolemia, (concentracdo plasmaética de
colesterol elevado), onde a quantidade de lipoproteina de baixa densidade (LDL) é alta e
sua elevada concentragdo na circulagdo favorece sua oxidagdo (LDL-0x) que promove
eventos celulares de recrutamento de leucdcitos para a regido vascular afetada, os quais
irdo produzir substancias deletérias para as células endoteliais (interleucinas), reduzindo a
producdo de o&xido nitrico (NO) da via endotelial (eNOS), promovendo a agregagdo
plaquetéria, a hiperplasia e a hipertrofia das células musculares lisas, acarretando
significativa reducdo da luz dos vasos e, conseqiientemente, a isquemia dos tecidos,
causando deficiéncia do funcionamento do miocardio (ZAGO & ZANESCO, 2006).

A obesidade, principalmente a visceral, est4 associada a um estado inflamatério de
baixo grau e o estrogénio, um esteroide ovariano, atua na modulacdo do metabolismo
através das suas propriedades anti-inflamatdrias sendo, portanto, indicado como estratégia
terapéutica para o manejo das disfungdes metabolicas inclusive evitando a deposicéo
visceral (MONTEIRO, 2014). A incidéncia de DCV aumenta apds o inicio da menopausa,
sugerindo que o estrogénio tem um papel vital na sua prevencdo (MINTA et al., 2018).

A privacdo de estrogénio ou a obesidade sozinha podem prejudicar os parametros
metabolicos e o equilibrio autondmico cardiaco (SIVASINPRASASN, et al., 2015). No
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estudo de Minta (2018) foi demonstrado que a perda de estrogénio endégeno por OVX
em ratas obesas resistentes a insulina agrava a disfuncdo metabdlica e cardiaca. Segundo
El-Mas, et al., (2009) o estrogénio pode conferir beneficios cardiovasculares via
modulacdo da funcdo autondmica, atraveés do controle da variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC) e dos reflexos cardiovasculares, que tém sido amplamente utilizados como
medidas indiretas de equilibrio simpatovagal.

O actmulo de é&cidos graxos nos tecidos que ocorre na obesidade e na pds-
menopausa, manifesta-se sistemicamente com baixa intensidade, provocando uma forma
atipica de inflamacdo. Uma das principais vias de sinaliza¢do desencadeadoras da resposta
imune da obesidade é através do receptor toll like 4 (TLR4), que aumenta a expressao de
citocinas pro-inflamatorias, ativando fatores de transcrigdo, como o fator nuclear kappa B
(NF-kB). Este por sua vez, ao ser translocado para o nucleo ativa a transcricdo de muitos
genes de citocinas, incluindo fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 1B (IL-1pB),
interleucina-6 (IL-6), a enzima ciclooxigenase (COX) e a 6xido nitrico sintase indutivel
(iNOS) (Rogero et al, 2018). O aumento do tecido adiposo, também aumenta a fonte de
mediadores pro-inflamatérios, como adipocinas, leptina, inibidor do ativador de
plasminogénio (IAP), angiotensinogénio, proteina C-reativa (PCR) e NO (GOMES et al.,
2010).

1.4 Oxido nitrico e o estrogénio

O NO é um radical produzido a partir da L-arginina, por uma reacdo mediada pela
enzima NO-sintase (NOS). Tém sido identificadas trés isoformas da NOS: NOS neuronal
(nNOS ou NOS 1) presente no cérebro, medula espinhal, ganglios simpaticos, nervos
periféricos, células epiteliais do estbmago, Utero, pulmdo e musculo esquelético; NOS
endotelial (eNOS ou NOS I111) encontrada em células endoteliais, musculo liso vascular e
masculo cardiaco, sendo estas duas isoformas expressas constitutivamente dentro de
condigdes fisiologicas, e uma terceira isoforma induzivel da NOS (iNOS ou NOS II), cujas
fontes podem ser células endoteliais, células epiteliais, macréfagos, neutrofilos, células do
masculo liso vascular e fibroblastos. Esta ultima isoforma é considerada pré-inflamatoria
(MONCADA, 1993; RANDOMSKI et al., 1990; MAYER & ANDREW, 1998;
COLASANTI & SUZUKI, 2000).
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A literatura apresenta diferentes papéis nas funcdes bioldgicas para o NO, sendo as
vezes benéfico, mas outras vezes prejudicial ao organismo. O NO esta envolvido no
relaxamento vascular e tem um papel de grande importancia na protecdo do vaso
sanglineo (MONCADA & HIGGS,1992) e também constitui um importante mediador
citotoxico de células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patdogenos e células
tumorais (MONCADA e HIGGS,1992). A biodisponibilidade do NO é dependente do
balanco entre sua geracdo e degradacdo, onde niveis diminuidos de NO podem ser devido a
uma menor expressdo da enzima NOS, diminuicdo de sua atividade, ou reacdo do NO com
espécies reativas, como 0 anion superoxido, produzindo peroxinitrito e causando a morte
celular (SANSBURY & HILL, 2014).

O NO produzido em processos inflamatorios pela via induzivel, a iINOS, é capaz de
produzir NO por longo tempo, em maiores quantidades e isso caracteriza seu envolvimento
em Varios processos patologicos. Assim, as altas concentragdes de NO produzido por
macrofagos ou por neutrofilos ou outras células ativadas, como os adipdcitos, que deveria
ser toxico para microbios, parasitas ou células tumorais, pode também lesar células
saudaveis vizinhas, sendo este mecanismo o responsavel pela maioria de processos
inflamatdrios, inclusive na obesidade (FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

Estudos mostraram que o estrogénio esta relacionado com a producéo de NO, e que
a longo prazo, reduz a pressdo arterial (PA) e melhora o controle autondémico
cardiovascular em ratas ovariectomizadas (EL-MAS, 2014). Estudos in vitro evidenciaram
a interacdo do estrogénio com o NO, uma vez que foi demostrado a ativacdo da enzima
eNOS através do receptor de estrogénio o (ERa), caracterizando um efeito vasodilatador
importante do estrogénio junto ao NO (Chen et al., 1999). Khalil (2005) enfatiza que o
estrogénio pode influenciar na producdo de NO por meio da ativacdo de vias gendmicas e
regulacdo positiva da eNOS, através do aumento do RNA mensageiro (mRNA) da eNOS

nas células endoteliais.

1.5 Obesidade e Sindrome Metabdlica: Disfungdes autondmicas cardiacas

A obesidade é um problema de saide mundial que mostra falha em intervencdes

farmacologicas e terapéuticas para melhorar suas complicagbes metabdlicas
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(MALDONADO-RUIZ et al., 2017). O sobrepeso também resulta de interaces diversas
como fatores genéticos, metabdlicos, comportamentais e ambientais (ROGERO et al.,
2018), sendo um fator crucial no desenvolvimento de anormalidades metabolicas,
incluindo intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, inflamacéo de baixo grau, estresse
oxidativo e sindrome metabdlica (SM) (BAUTISTA, 2019). A SM, descreve um conjunto
de fatores de risco, que se manifestam num individuo e aumentam as chances de
desenvolver DCV. Considera-se como componentes da SM, hipercolesterolemia,
hipertrigliciridemia e aumento discreto ou no limite superior da glicemia em jejum e
hipertensdo arterial, além da obesidade visceral (DE MARCHI et al., 2016). Assim, todas
as anormalidades relacionadas a SM sdo fatores de risco bem conhecidos para o
desenvolvimento de DCVs e diabetes do tipo 2. Pacientes com a SM geralmente
desenvolvem hipertensdo, devido a acdo aumentada do sistema nervoso simpatico (SNS)
responsavel pela vasoconstricdo ( BATTAULT et al., 2017).

A obesidade e a SM estédo diretamente associadas a disfungbes autonémicas e
cardiovasculares (RASTOVIC et al., 2016). Segundo Aubert, et al., (2003), o sistema
nervoso autdbnomo (SNA) desempenha papel importante na regulacdo dos processos
fisiolégicos do organismo humano, através da atividade das vias do SNS e sistema nervoso
parassimpatico (SNP), influenciando de modo ténico o marcapasso cardiaco entre outros.
O SNA integra as atividades fisiologicas involuntarias dos orgdos viscerais vitais para a
sobrevivéncia, controlando entre outros a FC, a PA, a bronquiodilatacéo, a contracdo e a
secrecao gastrointestinal e a homeostase dos eletrolitos e dos liquidos, alteracdoes do SNA,
estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento DCVs, como a hipertensdo, onde
ocorre a ativacdo de neurdnios pré-simpaticos no nucleo paraventricular hipotalamico
(PVN) e na medula ventrolateral rostral (RVLM), contribuindo para a hiperatividade
simpética (CHENG et al., 2019).

A literatura tem explorado que entre os possiveis mecanismos envolvidos na
hipertensdo na obesidade seria 0 aumento da atividade simpatica (HALL et al., 2019). Em
um estudo anterior do nosso grupo, foi encontrado um aumento no componente simpatico
da modulagdo autondmica cardiaca (DA CUNHA et al., 2014). Foi observado também que
ratos machos obesos apresentam aumento da atividade nervosa simpatica renal em
comparacdo com os controles (DA SILVA MATTOS et al., 2012). O bloqueio da iNOS
promoveu atenuacdo do componente simpatico e aumento do componente parassimpatico

na variabilidade do IP. Um aumento na expressdo da iNOS também foi observado no
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coracdo de ratos obesos, que diminuiu ap6s o tratamento com inibidor da iNOS. Estes
resultados sugerem que a ativagdo da iNOS esta envolvida nas alteracdes autonémicas
cardiacas encontradas em ratos machos obesos (DA CUNHA et al., 2017). No entanto, ndo
sabemos se em fémeas obesas isso também ocorre.

Uma analise ndo invasiva no mecanismo de controle do SNA, e, portanto, de facil
acesso é a avaliacdo da VFC e em geral envolve a¢es reciprocas tanto do SNS e SNP. A
VFC descreve as oscilagdes no intervalo entre batimentos cardiacos consecutivos
(intervalos R-R), assim como oscilagcbes entre frequéncias cardiacas instantaneas
consecutivas. Uma alta VFC ¢é sinal de boa adaptacdo, caracterizando um individuo
saudavel, com mecanismos autondmicos eficientes, enquanto que, baixa variabilidade €
frequentemente um indicador de adaptacdo anormal e insuficiente do SNA, portanto um
forte preditor de DCV (VANDERLEI et al., 2009; SANCHEZ-BARAJAS et al., 2015).

1.6 Obesidade induzida por glutamato monossédico (MSG)

Devido aos danos causados pela obesidade muitos estudos tém avaliado suas
consequéncias, através de modelos experimentais, que desenvolvem a obesidade em
animais. Um dos modelos utilizados é induzido pela administracdo subcutanea de
glutamato monossadico (MSG) nos cincos primeiros dias de vida dos animais, resultando
em mau funcionamento enddcrino adeno-hipofisario severo como resultado de lesdo
neurotdxica do hipotalamo levando ao aumento de tecido adiposo, especialmente na regido
abdominal (CLOUGH, et al., 1986).

A administracdo de MSG resulta na degeneracdo dos nucleos ventromedial e
arqueado hipotalamico, que faz com que ratos como camundongos, desenvolvam a
obesidade, conhecida por obesidade hipotaldamica. A neurotoxicidade hipotalamica provoca
um retardo de crescimento no animal, devido a baixo concentracdo de horménio do
crescimento, (GH). Além disso ocorre disfungdo sexual e comportamental, hiperglicemia,
aumento a concentracdo de triglicérides no masculo esquelético, aumento do glicogénio
hepatico, resisténcia transitoria a insulina e alteracdes metabdlicas no sangue, figado e
musculo esquelético (QUINES, 2018; MAJEWSKI et al., 2018). Estudo recente
demonstrou que a obesidade por MSG aumenta a producdo de prostanoides, diminui a

vasodilatacdo dependente do NO e diminui a participacdo de mecanismos hiperpolarizantes
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nas respostas vasodilatadoras, além de favorecer a um ambiente pré-inflamatério
(MAJEWSKI et al., 2018).

Os estudos s&o na maioria realizados em ratos MSG machos, como o de Konrad et
al. (2012) que demonstraram o aumento dos valores médios de pressao arterial, de tecido
adiposo branco, o indice de Lee e resisténcia a insulina destes animais em comparacao com
0 grupo controle, enquanto a variabilidade da frequéncia cardiaca, as respostas
bradicardicas vagal e efeitos simpaticos foram reduzidos, sugerindo que a obesidade
induzida pelo tratamento neonatal com MSG prejudica a funcdo autondmica cardiaca e
provavelmente contribui para aumento da pressao arterial e resisténcia a insulina. Nesse
sentido, 0 modelo MSG pode também ser visto como um modelo de sindrome metabolica,
ja que os animais apresentam a maioria das alteracdes observadas nessa condicao.

Iwase et al. (1998) demonstraram em seu trabalho que o modelo MSG neonatal
feminino, quando tratado com uma dose de 4 mg/kg induz a obesidade sem hiperfagia, no
entanto, a gravidade da hipertensédo arterial é atenuada, e 0s autores sugerem que a pressdo

arterial esta inversamente correlacionada com o grau de obesidade.
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2. JUSTIFICATIVA

A obesidade estd relacionada com diversas fisiopatologias, entre elas o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, que por sua vez, aumenta a incidéncia
no organismo feminino no periodo p6s menopausa. Apesar desses dados ja estarem
bem estabelecidos na literatura, a combinacdo da obesidade com a interrupgdo da
liberagdo dos hormdnios ovarianos sobre os riscos de desenvolver DCVs ndo esta
totalmente esclarecido.

Assim, considerando que a obesidade e a auséncia de hormdnios ovarianos
provocam alteragdes cardiovasculares autondmicas e inflamatorias, fez se necessario
analisar se em conjunto intensificam as mudancas fisiolégicas e, de que maneira temos
a participacdo do NO nessas possiveis alterac6es. Para isso foi utilizado um modelo de
sindrome metabdlica induzida por glutamato monossodico (MSG), associado ou ndo
com a ovariectomia (OVX). Além disso, para se averiguar se as possiveis alteragdes
estdo associadas a auséncia dos hormdnios ovarianos, um outro estudo em fémeas

ovariectomizadas obesas ou nao foram tratadas com estrégeno.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo principal investigar os efeitos da auséncia
hormonal ovariana e do tratamento hormonal com estradiol, sobre parametros
cardiovasculares, autondmicos e inflamatérios de ratas induzidas a obesidade com

glutamato monossédico (MSG).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar os parametros de obesidade em todos 0s grupos experimentais;

2. Investigar as alteracGes uterinas da ovariectomia junto a obesidade em ratas com e sem
tratamento hormonal com estradiol.

3. Analisar o efeito da auséncia hormonal ovariana com e sem tratamento com estradiol,
sobre parametros cardiovasculares e autonémicos basais;

4. Avaliar o efeito da auséncia hormonal ovariana associado a obesidade induzida por
MSG, com e sem tratamento hormonal, com estradiol, sobre parametros cardiovasculares e
autondmicos basais;

5. Determinar a producdo de NO em tecidos de ratas obesas, com auséncia hormonal
ovariana com e sem tratamento com estradiol dos tecidos, cardiacos, renais, plasmatico,
adrtico e da tecido adiposo retroperitoneal;

6. Avaliar a expressdo de iINOS dos tecidos, cardiacos, renais e cerebrais para iNOS em

ratas obesas, ovariectomizadas com e sem tratramento com estradiol.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aprovacao pelo comité de ética em animais

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas (CIF) do
Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Todos
os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
desta Universidade (Processo nimero: 14158.2016.97 sob o numero de oficio 164/2016).

Inicialmente os animais oriundos do Biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina — UEL, pesando entre 200-250 gramas, foram submetidos ao acasalamento no
CIF e destes foram utilizadas 140 ratas Wistar adultas (18 semanas), mantidas em caixas
de polipropileno (45X25X25 c¢cm), em sala com temperatura controlada (22 + 2°C) num
ciclo claro/escuro de 12/12 horas com comida e agua a vontade.

Este trabalho foi realizado em duas partes, no qual foram utilizadas para cada um,
ratas Wistar adultas (n > 9) e divididas em 4 grupos experimentais em cada parte.

Parte 1 Grupos: ndo obesas ndo ovariectomizadas (CTR SHAM); ndo obesas
ovariectomizadas (CTR OVX); obesas ndo ovariectomizadas (MSG SHAM); obesas
ovariectomizadas (MSG OVX).

Parte 2 Grupos: ndo obesas ovariectomizadas tratadas com 6leo de améndoas (CTR
OL); ndo obesas ovariectomizadas tratadas com estradiol (CTR ESTR); obesas
ovariectomizadas tratadas com 6leo de améndoas (MSG OL); obesas ovariectomizadas
tratadas com estradiol (MSG ESTR).

4.2 Animais e inducéo da obesidade MSG

Ratas Wistar fémeas, provenientes dos cruzamentos realizados no biotério setorial
do CIF, receberam durante os cinco (5) primeiros dias de vida, inje¢Oes intradérmicas de
glutamato monosaddico (4mg/g) (Sigma Co. MO, USA) e os animais controle receberam
salina equimolar (MATHIAS et al., 2007).
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4.3 Delineamento experimental

Parte 1
1° dia
(Nascimento) 5° dia 75° dia 131° dia
4 1 ]
| ! | |
I | I 1
A E— Falsa ovariectemia Cateterizacdo da artéria
Tratamento (CTR SHAM) femoral; Puncao cardiaca;
CTR SHAM diario com Ovariectomia Eutanasia;
CTR OVX glutamato (CTR OVX) Retirada dos tecidos
MSG SHAM monossodico
MSG OVX (4mg/g) (MSG)
ou salina
equimolar (CTR)
1° dia
(Nascimento) 5° dia 752 dia Parte 2 131° dia
[ ] 3 i 3
| | | |
I 1 | T ]
R _ Cateterizagdo da artéria
CTR OL Tratamento 8 Semanas de femoral; Pungao cardiaca;
CTR ESTR diario com tratamento com 6leo Eutanésia;
glutamato de améndoas (CTR Retirada dos tecidos
MSG OL monossédico OL e MSG OL) ou
MSG ESTR (Amg/g) (MSG) estradiol (CTR ESTR
ou salina e MSG ESTR)
equimolar
(CTR)

4.4 Procedimento cirurgico de ovariectomia

A ovariectomia foi realizada aos 75 dias de vida das ratas controle e obesas. As
ratas foram anestesiadas com quetamina (100 mg/kg, IP) (Dopalen, Ceva) e Hidrocloreto
de xilasina (6,67 mg/Kg, IP) (Dopalen, Ceva). Apés a anestesia, foram retirados os pélos
da regido dorsal, na altura das cristas iliacas e duas incisdes de aproximadamente dois
centimetros foram realizadas de cada lado. A partir destas incisbes, os ovarios foram
pingcados e removidos. Apds este procedimento, as incisdes foram suturadas e higienizadas
com alcool iodado 3%. Os animais controle foram submetidos aos mesmos procedimentos
cirargicos, porém ndo tiveram os ovarios removidos (falsa ovariectomia). Apds a cirurgia,

foi administrada uma dose de paracetamol (100mg/Kg, VO).

4.5 Coleta e armazenamento dos tecidos

Ap0s oito semanas da ovariectomia ou falsa ovariectomia, com 131 dias de vida, as
ratas foram eutanasiadas por decaptacdo para a coleta dos seguintes 6rgdos: cérebro,
coracdo, rins, aorta, Utero, tibia e tecido adiposo retroperitoneal.

Foi realizado o corte sagital mediano do coracgdo e dos rins, a por¢do esquerda de
ambos 0s cortes e o cérebro inteiro foram armazenados em formalina tamponada 10% por

24 horas e depois em alcool 70° para as analises imunohistoquimicas. A porcdo direita dos
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rins e do coracgdo foi armazenada no freezer -80°C para posterior dosagem de éxido nitrico
(NO). A aorta foi retirada e armazenada imediatamente em nitrogénio liquido e logo ap6s
acondicionada em freezer -80° C para dosagem de NO. O utero e o tecido adiposo
retroperitoneal foram pesados, a tibia e o comprimento nasoanal foram medidos com

auxilio de uma régua (cm).

4.6 Caracterizacao da obesidade

As ratas foram pesadas antes da eutanasia, o tecido adiposo retroperitoneal coletada
foi pesada (g) e foi verificado o comprimento nasoanal (cm) com auxilio de uma régua. A
obesidade foi caracterizada pelo célculo do indice de Lee para cada animal aos 131 dias de
vida usando a férmula: ¥/peso corporal/comprimento naso-anal x 1000, e também através
do peso das tecido adiposos retroperitonial, onde o peso corporal e 0 comprimento naso-
anal sdo dados em g e cm, respectivamente (BERNARDIS & PATTERSON, 1968).

4.7 Caracterizacao da ovariectomia

O uatero removido foi analisado quanto a atrofia (ratas ovariectomizadas) (GORE,
OUNG & WOLLER, 2002), tendo sido pesados e os resultados foram expressos pela
relacdo entre o peso uterino (g) e tamanho da tibia (cm).

4.8 Peso semanal

Utilizando a Balanca Digital Eletrénica De Precisdo Sf-400, todas as ratas foram
pesadas no dia da ovariectomia e durante as prdximas oito semanas de vida, para o

acompanhamento do peso corporal.

4.9 Dosagem de oxido nitrico (NO) tecidual

As medidas da concentragdo do NO foram realizadas na aorta, por¢éo direita do
coracao, dos rins e tecido adiposo, os quais foram triturados em PBS na concentracdo de

100mg/mL para dosagem indireta de NO, por meio da quantificacdo de nitrito, apos
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tratamento da amostra com cadmio, através da reacdo colorimétrica de Griess (PANIS et
al., 2012).

4.10 Analise imunohistoquimica (IHC)

Para a realizacdo da técnica de IHC foram confeccionadas laminas contendo cortes
de tecido cerebral, cardiaco e renal (3 um) representativos de cada experimento, fixados e
incluidos em blocos de parafina. As laminas contendo os cortes permaneceram “overnight”
em estufa 65°C e foram submetidas ao protocolo de desparafinizagdo (xilol-alcool-agua).
Em seguida, os cortes foram delimitados com caneta hidrofébica Dako Pen® e realizado o
blogueio da peroxidase enddgena em solucdo de peréxido de hidrogénio 10% por 30
minutos. Em seguida, procedeu-se a incubacdo em soro fetal 1% por 1 hora. Em todas as
laminas, apds a lavagem com PBS, foram aplicados os anticorpos priméarios sobre cada
corte (diluicdo: iNOS 1:300), seguido de incubacdo em camara Umida por 16 horas a 4°C.
Todos os anticorpos priméarios foram adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (USA).

Ap0s a incubacdo, as laminas foram submetidas a 2 banhos (5 minutos) em PBS e
em seguida, foi aplicado sobre cada amostra o anticorpo secundéario biotinilado fornecido
pelo kit (Vector Laboratories), por 30 minutos em cdmara Umida a temperatura ambiente.
Apds este tempo, as laminas foram lavadas em PBS (3 vezes de 5 minutos), seguido da
aplicacdo de conjugado streptavidina-peroxidase por 15minutos, em camara Umida e em
temperatura ambiente. As laminulas foram em seguida lavadas em PBS por 5 minutos 3
vezes, e submetidas a revelacdo com o substrato-cromégeno (Red Substrate, Vector
Laboratories) por 5 minutos. Em seguida foram contra-coradas com hematoxilina de
Weigert por 1 minuto, posteriormente lavadas em agua corrente por 5 minutos e
desidratados em graduacGes de &lcool (70%, 85% e 100%), clarificadas em xilol e
montadas e cobertas com laminula utilizando meio de montagem nédo aquoso (balsamo do
Canada). As laminas montadas foram analisadas para obtencdo de score quantitativo de

imunomarcacao pelo programa Image J (NIH, USA).
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4.11 Cateterizacao da artéria femoral

Oito semanas ap6s a ovariectomia, ou a falsa ovariectomia, sob anestesia com
quetamina (100 mg/kg, IP) (Dopalen, Ceva) e Hidrocloreto de xilasina (6,67 mg/Kg, IP)
(Dopalen, Ceva) os animais passaram pela cateterizacdo, que consiste na inser¢do de um
catéter de polietileno na artéria femoral e exteriorizado dorsalmente, com o objetivo de
monitorizacdo da PAM e FC néo anestesiado, e segundo estudos anteriores (CUNHA et al.,
2014; ARIZA et al., 2015). Apds 24 horas da cateterizagdo, os parametros cardiovasculares
basais foram obtidos durante pelo menos 30 minutos para o registro da PAM e FC, seguido
do protocolo experimental (MARTINS-PINGE et al., 2005).

4.12 Mensuracdes dos parametros cardiovasculares

O registro direto da PAM e FC foram realizados através da canula arterial
previamente implantada na artéria femoral (cateterizacdo da artéria femoral) e de acordo
com trabalhos prévios do laboratério (MARTINS-PINGE et al., 2005; 2007; MEHANNA
et al., 2007; DE ABREU et al., 2009). O registro foi feito com os animais acordados e com
livre movimentacdo. A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de presséo
(Powerlab, modelo MLTO0380) e 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.
4.13 Puncéo cardiaca e obtencéo do plasma

O sangue do grupo de animais que fizeram a cateterizacdo, foi retirado através da
puncdo cardiaca e 0s animais foram eutanasiados, anestesiados com superdose de

anestésico, atravées do deslocamento cervical. O plasma foi obtido a partir da centrifugagéo

do sangue a 3000 rpm, 20 minutos, 4°C e armazenado a - 80°C até a dosagem de NO.

4.14 Dosagem de NO Plasmatico
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O plasma coletado foi utilizado para dosagem indireta de NO por meio da
quantificacdo de nitrito apds tratamento da amostra com cadmio, segundo método descrito

por Panis et al., (2012), através da reacdo colorimétrica de Griess.

4.15 Andlise espectral da variabilidade da pressdo arterial sistdlica e intervalo de

pulso

A andlise da variabilidade do intervalo de pulso (IP) e da pressdo arterial sistolica
(PAS) no dominio da frequéncia foi realizada utilizando-se o software computacional
CardioSeries v2.4. Uma vez que este programa computacional ndo realiza aquisi¢do de
dados, os registros de pressdo arterial pulsatil, foram processados pelo programa
computacional LabChart 7.0 (ADinstruments, Bella Vista, Australia), o qual € 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.

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

foram excluidos.

Ap0s a inspecdo visual dos segmentos com valores interpolados de IP e PAS e da
inspecéo dos espectros, 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 de célculos da poténcia relativa das
bandas de LF e HF levando em consideragéo a poténcia total de espectro menos a poténcia
de banda de muito baixa frequéncia (VLF: < 0,20 Hz). Para avaliar o balango simpatovagal
cardiaco, calculou-se a razdo entre a poténcia das bandas de LF e HF (LF/HF) do espectro
do IP (DUTRA et al., 2013).
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4.16 Barorreflexo Espontaneo

A sensibilidade barorreflexa (SBR) foi avaliada no dominio da frequéncia por meio
do método da sequéncia. Utilizando-se o programa computacional CardioSeries v2.4,
séries temporais batimento -a- batimento com valores de IP e PAS foram utilizadas para
analise da SBR. As séries temporais foram analisadas em busca de sequéncias de quatro ou
mais batimentos nos quais aumentos progressivos da PAS foram acompanhados por
aumentos progressivos do IP (up gain) ou reducdes progressivas da PAS foram
acompanhadas por redugdes progressivas do IP (down gain). Para detecgao das alteragoes
da PAS e do IP foram utilizados os limiares de 0 mmHg e 0 ms, respectivamente.

Apos a deteccao de uma rampa de PAS (sequéncia de quatro ou mais batimentos),
nos quais aumentos ou reducdes progressivas da PAS foram acompanhados, ou niao de
aumentos ou redugoes do IP, o programa computacional buscava por alteragoes no IP sem
qualquer intervalo, ou seja, delay de zero batimento. Uma sequéncia barorreflexa s foi
utilizada quando o coeficiente de correlagao (r) entre os valores de PAS e IP for maior ou
igual a 0,8. A SBR foi determinada a partir da média de inclina¢ao da reta da regressao

linear entre os valores de PAS e IP de cada sequéncia barorreflexa encontrada.

4.17 Determinacao do estro fisioldgico

ApoOs os registros para obtencdo de PAM e FC foram realizadas as coletas de
material vaginal utilizando uma haste de algoddao embebida em solugdo salina 0,9%. O
material coletado foi transferido em esfregaco para uma lamina de vidro para observacao a
fresco em microscoépio de luz. O exame celular desta secrecdo permite diferenciar as fases
do ciclo estral das ratas. As ratas dos grupos SHAM foram utilizadas em estro fisioldgico,

por ser uma fase de facil determinacdo e que apresenta os efeitos da presenca de estrogeno.

4.18 Tratamento hormonal com estradiol
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Para o segundo estudo (Parte 2), as ratas Wistar que receberam glutamato
monossodico ou salina equimolar no periodo neonatal (descrito no item 4.2) foram também
divididas em quatro (4) grupos onde todas aos 75 dias de vida passaram pelo procedimento
de ovariectomia e no dia seguinte deste procedimento receberam 1 mg/kg por dia de
valerato de estradiol (Hangzhou Hetd Industry Co., Zhejiang, China) ou seu veiculo o 6leo
de améndoas (1mg/Kg), por gavagem no periodo de 8 semanas (CASTARDO-DE-
PAULA, et al., 2017), formando os grupos: Fémeas ndo obesas ovariectomizadas tratadas
com o6leo de améndoas (CTR OL), Fémeas ndo obesas ovariectomizadas tratadas com
valerato de estradiol (CTR ESTR), Fémeas obesas ovariectomizadas tratadas com 0leo de
améndoas (MSG OL) e Fémeas obesas ovariectomizadas tratadas com valerato de estradiol
(MSG ESTR).

4.19 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi utilizado o programa estatistico INSTAT
(GraphPad, 6,0 San Diego, CA). Os resultados foram expressos como média + erro padrao
da média (SEM). Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, quando os dados
apresentaram distribuicdo normal, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) para
comparagfes multiplas, seguido do Teste Comparativo Multiplo de Tukey. Quando os
dados ndo apresentaram normalidade, foi realizado o teste Kruskal Wallis, seguido pelo
teste de comparacdo multiplas de Dunn’s. Para as analises de peso semanal foram
aplicados Two way ANOVA seguido do teste comparativo multiplo de Tukey. Foram

consideradas estatisticamente significantes as analises com p <0,05.

5.RESULTADOS

PARTE 1
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5.1 Auséncia dos hormoénios ovarianos no perfil cardiovascular e autonémico e

producdo de NO em ratas obesas

5.1.1 Caracterizagdo da obesidade MSG

Apobs oito semanas do tratamento neonatal com glutamato monossédico (MSG)
realizado em ratas Wistar fémeas, o ganho de peso corporal do grupo MSG SHAM e MSG
OVX foi menor do que CTR SHAM e CTR OVX (p<0,0001) e o grupo CTR OVX
aumentou o peso comparado ao grupo CTR SHAM (p<0,0001), (Figura 1A). Contudo
houve um aumento do peso da tecido adiposo retroperitoneal significativo dos grupos
MSG SHAM e MSG OVX comparados aos CTR SHAM e CTR OVX (p< 0,0001)
respectivamente e o grupo CTR OVX aumentou significativamente o peso da tecido
adiposo retroperitoneal comparado ao grupo CTR SHAM (p<0,0001), representado na
Figura 1B. Os dados do comprimento nasoanal demonstra que os grupos MSG SHAM e
MSG OVX tiveram menor crescimento em relacdo aos grupos CTR SHAM e CTR OVX
(p<0,0001), (Figura 1C). Houve aumento no calculo do indice de Lee nos animais MSG
SHAM e MSG OVX comparados aos CTR SHAM e CTR OVX (p<0,0001)
respectivamente (Figura 1D).
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Figura 1. Caracterizagdo da obesidade. Efeitos da administragdo subcutanea de MSG ou
solucdo salina equimolar no periodo neonatal em fémeas adultas. (A) Peso (g), (B) Tecido
adiposo retroperitoneal (g), (C) Comprimento nasoanal (cm) e (D) Indice de lee dos grupos:
CTR SHAM (controle ndo ovariectomizado, n= 17), CTR OVX (controle ovariectomizado,
n= 19), MSG SHAM (obeso ndo ovariectomizado, n = 14) e MSG OVX (obesos
ovariectomizados, n= 15). Diferenga estatistica de * p <0,05, **p<0,001. Os valores estdo
expressos em média + SEM. Para todas as comparac¢des da figura foram aplicados ANOVA
One-way, seguido do teste comparativo maltiplo de Tukey.

5.1.2 Caracterizacéo da ovariectomia
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A Figura 2A mostra que o peso do Utero dos grupos CTR OVX e MSG OVX ¢é
menor comparado aos seus respectivos controles, CTR SHAM e MSG SHAM (p<0,0001)
e ainda que as ratas do grupo MSG SHAM apresentaram diminuicdo do peso uterino
comparado as ratas do grupo CTR SHAM (p<0,0001). A Figura 2B, demonstra que 0s
grupos MSG SHAM e MSG OV X possuem menor tamanho da tibia comparado aos grupos
CTR SHAM e CTR OVX (p<0,0001). Os resultados da relagdo peso Utero/tamanho da
tibia mostram-se menores nos grupos CTR OVX e MSG OVX comparado com CTR
SHAM e MSG SHAM (p<0,0001) respectivamente e maior na relacdo do grupo MSG
OVX ao grupo CTR OV X (p<0,0001) (Figura 2C).
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Figura 2. Caracterizacdo da ovariectomia. (A) Peso uterino (g), (B) Comprimento da tibia
(cm) e (C) Relacdo utero / tibia (g/cm) dos grupos: CTR SHAM (controle néo
ovariectomizado, (n=17), CTR OVX (controle ovariectomizado, n=19), MSG SHAM (obeso
ndo ovariectomizado, n= 14) e MSG OVX (obesos ovariectomizados, n= 15). Diferenca
estatistica de * p <0,05, **p<0,001. Os valores estdo expressos em média + SEM. Para
comprimento da tibia e relacdo Utero/tibbia foram aplicados ANOVA One-way, seguido do
teste comparativo multiplo de Tukey. Para o peso uterino foi aplicado Kruskal-Walis, seguido
do teste de Dunn’s.

5.1.3 Acompanhamento do peso corporal semanal
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Os resultados sobre o acompanhamento do peso das ratas, mostrou que a partir da
quarta semana apés a OVX, as ratas do grupo MSG SHAM em relacdo ao CTR SHAM
tem maior peso (p<0,001) (Figura 3 B). O peso das ratas do grupo MSG OV X é menor
comparado as ratas CTR OVX, na primeira semana ap6s a OVX (p<0,001) e da quarta
semana em diante também é menor (p<0,001) (Figura 3 C). Na Figura 3 D, mostra que o
grupo CTR OVX possui maior peso comparado ao grupo CTR SHAM (p<0,001) a partir
da quarta semana apos a OV X. Ja a Figura 3 E, demonstra que as ratas MSG com ou sem

0s hormonios ovarianos ndo possuem diferencas diante do peso corporal.
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Figura 3. Peso corporal semanal. (A) Peso (g) de todos os grupos, (B) Peso (g) dos grupos
CTR SHAM e MSG SHAM, (C) Peso dos grupos MSG OVX e CTR OVX, (D) Peso (g)
dos grupos CTR OVX e CTR SHAM, (E) Peso (g) dos grupos MSG OVX e MSG SHAM.
Grupos: CTR SHAM (controle ndo ovariectomizado, (n=17), CTR OVX (controle
ovariectomizado, n= 19), MSG SHAM (obeso ndo ovariectomizado, n= 14) e MSG OVX
(obesos ovariectomizados, n= 15). Diferenca estatistica de * p <0,05, **p<0,001. Os
valores estdo expressos em média £ SEM. Foram aplicados Two way ANOVA seguido do
teste comparativo multiplo de Tukey.
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5.1.4 Parametros cardiovasculares: Pressdo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC)

Os dados sobre os parametros cardiovasculares durante o registro nas ratas
acordadas, realizados no Powerlab, mostram que ndo houve diferenca da PAM entre os
grupos (Figura 4A). Em relagdo a FC, esta é maior nos grupos MSG SHAM comparado ao
grupo CTR SHAM e MSG OV X em relagdo ao grupo CTR OVX (p <0,05) (Figura 4B).
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Figura 4. Parametros cardiovasculares. (A) Pressdo arterial média (PAM) e (B) Frequéncia
cardiaca (FC) através da cénula anexada & artéria do animal, acoplada a um transdutor de
pressdo (Powerlab, modelo MLT0380). CTR SHAM (controle ndo ovariectomizado, n= 8),
CTR OVX (controle ovariectomizado, n= 12), MSG SHAM (obeso ndo ovariectomizado, n=
8) e MSG OVX (obeso ovariectomizado, n= 10). Diferenca estatistica de * p <0,05,
**p<0,001. Os valores estdo expressos em média + SEM. Para todas as comparacdes da figura
foram aplicados ANOVA One-way, seguido do teste comparativo multiplo de Tukey. Para a
FC foi aplicado Kruskal-Walis, seguido do teste de Dunn’s.

5.1.5 Anédlise da modulagdo autonémica da pressao arterial sistolica (PAS)
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N&o houve diferenca na analise espectral de LFabs e VLFabs da pressdo arterial
sistolica (PAS) mostrado na Figura 5A e 5B. A variagdo na modulacdo no dominio do
tempo da PAS representado na Figura 5C também ndo demonstrou diferenca estatistica

entre 0s grupos.
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Figura 5. Analise da modulacdo autonémica da pressdo arterial sistélica (PAS). (A) LF
abs, (B) VLF abs e (C) variancia. A variabilidade da PAS foi avaliada nos grupos CTR
SHAM (controle ndo ovariectomizado, n= 8), CTR OVX (controle ovariectomizado, n=
12), MSG SHAM (obeso ndo ovariectomizado, n= 8) e MSG OVX (obeso
ovariectomizado, n= 10). Diferenca estatistica de * p <0,05, **p<0,001. Os valores estdo
expressos em media + SEM. Para LF foi aplicado o teste ANOVA One-way, seguido do
teste comparativo multiplo de Tukey, para VLF e Variancia foi aplicado Kruskal-Walis,
seguido do teste de Dunn’s.

5.1.6 Analise da modulagdo autonémica do intervalo de pulso (IP)
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No intervalo de pulso no dominio da frequéncia, houve diferenca estatistica no
componente LF normalizado entre os grupos MSG OVX comparado com MSG SHAM
(p<0.05) demonstrado na Figura 6A. J& na Figura 6B, é possivel verificar que o
componente HF normalizado diminuiu no grupo MSG OV X comparado ao MSG SHAM
(p<0.05). Na Figura 6C estd a relacdo LF/HF, que aumentou no grupo MSG OVX em
relacdo ao grupo MSG SHAM (p<0.05) e ndo houve diferenca estatistica na modulacéo da

variancia no dominio do tempo entre os grupos (Figura 6D).
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Figura 6. Analise da modulacdo autonémica do intervalo de pulso (IP). (A) LF unidade de
normalidade (un), (B) HF un, (C) LF/HF e (D) Variancia do intervalo de pulso. A
variabilidade do IP foi avaliada nos grupos CTR SHAM (controle ndo ovariectomizado, n=
8), CTR OVX (controle ovariectomizado, n= 12), MSG SHAM (obeso néo
ovariectomizado, n= 8) e MSG OVX (obeso ovariectomizado, n= 10). Diferenca estatistica
de * p <0,05, **p<0,001. Os valores estdo expressos em media + SEM. Para todas as
comparagdes da figura foram aplicados o teste ANOVA One-way, seguido do teste
comparativo maltiplo de Tukey.

5.1.7 Analise do barorreflexo espontaneo
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Sobre as analises do barorreflexo espontaneo, ndo houve diferenca entre os grupos
nas sequéncias "up", nas sequéncias "down" e no ganho total, (Figura 7B,C e D) entre os
grupos, porém no grupo MSG OVX a efetividade do baroreflexo (All Bei) esta elevada
comparada com o grupo MSG SHAM (p<0.05) (Figura 7A).
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Figura 7. Analise de barorreflexo espontaneo. (A) Barorreflexo ALL bei, (B) Ganho
barorreflexo UP, (C) Ganho Barorreflexo DOWN e (D) Ganho total barorreflexo. Foram
analisados nos grupos CTR SHAM (controle ndo ovariectomizado, n= 8), CTR OVX
(controle ovariectomizado, n= 12), MSG SHAM (obeso ndo ovariectomizado, n= 8) e MSG
OVX (obeso ovariectomizado, n= 10). Diferenca estatistica de * p <0,05, **p<0,001. Os
valores estdo expressos em média £+ SEM. Para todas as comparagdes da figura foram
aplicados o teste ANOVA One-way, seguido do teste comparativo multiplo de Tukey.

5.1.8 Concentracado de éxido nitrico (NO) da aorta, rins, coracdo e plasma
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As concentragfes de Oxido nitrico, na aorta, rins, coragdo e plasma, estdo
representados na Figura 8. Na aorta (Figura 8A) ndo houve diferenca estatistica na
concentracdo de nitrito entre os grupos, ja nos rins, aumentou no grupo CTR OVX
comparado com seu controle CTR SHAM (p<0,0001) e diminuiu quando a comparacdo é
entre o grupo MSG OV X e o grupo CTR OVX (p<0,0001) representado na Figura 8B. No
coracao diminuiu a concentracdo de NO no grupo MSG SHAM e CTR OVX comparados
ao grupo CTR SHAM (p<0.05) observado na Figura 8C. No plasma (Figura 8D) observa-
se que esta elevado no grupo MSG OV X comparado ao grupo MSG SHAM (p<0.05).
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Figura 8. Concentracdo de oxido nitrico (NO) da (A) Aorta, (B) Rins,(C) Coracdo e (D)
Plasma dos grupos. A concentracdo de NO foi estimada pela medi¢do dos niveis de nitrito
(uM) corrigido pela concentracdo do homogenato. As analises foram realizadas nos
grupos, CTR SHAM (controle ndo ovariectomizado, n= 17), CTR OVX (controle
ovariectomizado, n= 19), MSG SHAM (obeso ndo ovariectomizado, n= 14) e MSG OVX
(obeso ovariectomizado, n= 15). Diferenca estatistica de * p <0,05, **p<0,001. Para as
comparag0es entre 0s grupos para os tecidos, aorta, rins e plasma, foram aplicados o teste
ANOVA One-way, seguido do teste comparativo multiplo de Tukey. Para as compara¢des
entre os grupos do tecido cardiaco foi aplicado Kruskal-Walis, seguido do teste de Dunn’s.

5.1.9 Imunohistoquimica (IHC) e score da IHC para iNOS nos tecidos cardiaco, rins e

cérebro
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A Figura 9A, mostra que a expresdo da enzima iNOS no tecido cardiaco, é elevado
no grupo MSG OVX comparado ao CTR OVX e ao MSG SHAM (p <0,05). Ja na Figura
9B, é possivel observar que a iINOS esta elevado no grupo MSG OV X em relacéo ao grupo
CTR OVX ( p<0,001). No cérebro a expressao da iNOS no grupo MSG OV X comparado
ao MSG SHAM ¢é menor (p <0,05) (Figura 9C).
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Figura 9. Imunohistoquimica (IHC) da expressdo de iNOS no tecido cardiaco (A), nos rins
(B) e cérebro (C). Os painéis da esquerda mostram os dados quantitativos da expressao de
INOS (score) e os painéis da direita mostram os dados qualitativos (com aumento de 100x)
da expressdo de iINOS dos grupos: CTR SHAM (controle ndo ovariectomizado, n = 10),
CTR OVX (controle ovariectomizado, n = 10), MSG SHAM (obeso ndo ovariectomizado,
n =10) e MSG OVX (obesos ovariectomizados, n = 10). Diferenca estatistica de * p <0,05,
**p<0,001. Para todas as comparacOes da figura foram aplicados o teste ANOVA One-

way, seguido do teste comparativo maltiplo de Tukey.

PARTE 2
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5.2 Efeitos de oito semanas de tratamento com estradiol nos parametros

cardiovasculares, autondmicos e produc¢do de NO em ratas ovariectomizadas obesas

5.2.1Caracterizacdo da obesidade MSG e efeito da administracdo do estradiol

Apo6s cento e trinta dias do tratamento neonatal com glutamato monossddico
(MSGQG) e dentro deste periodo com oito semanas de tratamento com estradiol e ou 6leo de
améndoas em ratas Wistar fémeas, o ganho de peso corporal do grupo MSG OL
comparado ao CTR OL foi menor (p <0,05) e no MSG ESTR foi menor do que 0s grupos
CTR ESTR e MSG OL (p< 0,001) (Figura 10A). Contudo houve aumento do peso da
gordra retroperitoneal (Figura 10B), nos animais do grupo MSG OL em relacdo aos
animais do grupo CTR OL e MSG ESTR (p< 0,001) sendo que os animais do grupo MSG
ESTR apresentaram valor significativo menor de peso da tecido adiposo retroperitoneal em
comparacdo com o grupo MSG OL. Sobre o comprimento nasoanal, representadona Figura
10C, os grupos de animais obesos tanto tratados com éleo quanto com estradiol (MSG OL
e MSG ESTR) apresentaram menor comprimento em relacdo aos seus grupos controles
(CTR OL e CTR ESTR) respectivamente (p< 0,001). Houve um aumento no calculo do
indice de Lee nos animais MSGs (MSG OL e MSG ESTR) em relacdo aos seus controles
(CTR OL e CTR ESTR) (p< 0,001) respectivamente e uma diminui¢do deste célculo no
grupo obeso tratado com estradiol (MSG ESTR) comparado ao grupo MSG OL (p< 0,001)
(Figura 10D).
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Figura 10. Efeitos da administracdo subcutanea de MSG ou solucdo salina equimolar no
periodo neonatal em fémeas adultas ovariectomizadas e tratadas com estradiol. (A) Peso (g),
(B) Tecido adiposo retroperitoneal (g), (C) Comprimento nasoanal (cm) e (D) Indice de lee
dos grupos: CTR OL (controle ovariectomizado tratado com 6éleo, n= 17), CTR ESTR
(controle ovariectomizado tratado com estradiol, n= 13), MSG OL (obeso ovariectomizado
tratado com 6leo, n = 13) e MSG ESTR (obeso ovariectomizado tratado com estradiol, n=
13). Diferenca estatistica de * p <0,05, **p<0,001. Os valores estdo expressos em meédia +
SEM. Para o peso, tecido adiposo e comprimento nasoanal foram aplicados Kruskal-Walis,
seguido do teste de Dunn’s. Para o indice de Lee foi aplicado ANOVA One-way, seguido do
teste comparativo maltiplo de Tukey.

5.2.2 Caracterizacdo da ovariectomia e anélise do tratamento com estradiol sobre

ratas MSG ovariectomizadas
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Para a caracterizacdo da ovariectomia e andlise do tratamento com estradiol foram
realizados o peso uterino, o comprimento da tibia e a relacdo do peso do Utero com o
comprimento da tibia demonstrado na Figura 11. O peso uterino das ratas controle tratadas
com estradiol tanto grupo controle (CTR ESTR) quanto obesos (MSG) comparados aos
grupos controles CTR OL e MSG OL foi maior (p<0,001) (Figura 11A). O comprimento
da tibia das ratas pertencentes aos grupos MSG OL e MSG ESTR comparados com 0s
grupos CTR OL e CTR ESTR respectivamente foram menores (p<0,05) (Figura 11B). Ja a
relacdo Utero/tibia (g/cm) foi maoir nos grupos tratados com estradiol, CTR ESTR e MSG
ESTR em relagéo aos grupos CTR OL e MSG OL respectivamente (p<0,05), demonstrado
na Figura 11C.



59

A)
~ 4-
0.6 € |
L L
L
3 |¢| a 37
o 0.41 ©
£ ©
5 - g 2
by c
S o
o .
0.2 £ 4]
o
2 £
o]
o 0 T

0.0 T CTR OL CTR ESTR MSG OL MSG ESTR

0.104 | |

0.054

Relacéado utero/ tibia (g/cm)

0.00 T
CTROL CTR ESTR MSG OL MSG ESTR

Figura 11. Caracterizagdo da ovariectomia e analise do tratamento com estradiol sobre
ratas MSG ovariectomizadas. (A) Peso uterino (g), (B) Comprimento da tibia (cm) e (C)
Relacédo utero / tibia (g/cm) dos grupos: CTR OL (controle ovariectomizado tratado com
6leo, n= 17), CTR ESTR (controle ovariectomizado tratado com estradiol, n= 13), MSG
OL (obeso ovariectomizado tratado com 6éleo, n = 13) e MSG ESTR (obeso
ovariectomizado tratado com estradiol, n= 13). Diferenca estatistica de * p <0,05,
**p<0,001. Os valores estdo expressos em média + SEM. Para todas as comparacdes foram
aplicados Kruskal-Walis, seguido do teste de Dunn’s.

5.2.3 Acompanhamento do peso corporal semanal
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Os resultados sobre os pesos dos animais tratados com estradiol e dleo de
améndoas, representado na Figura 12, mostra que os animais MSG OL e MSG ESTR
possuem menor peso desde a OV X comparados aos animais CTR OL e CTR ESTR (Figura
12 B e C). Na Figura 12 D é possivel identificar que os animais CTR ESTR possuem
menor peso significativo (p <0,001), comparado ao grupo CTR OL a partir da quarta
semana apdés a OVX e a Figura 12 E mostra que apenas na oitava e Utima semana que 0

peso do grupo MSG ESTR em relacéo ao grupo MSG OL é menor (p <0,05).
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Figura 12. Peso corporal semanal. (A) Peso (g) de todos os grupos, (B) Peso (g) dos
grupos CTR OL e MSG OL, (C) Peso dos grupos MSG ESTR e CTR ESTR, (D) Peso ()
dos grupos CTR OL e CTR ESTR, (E) Peso (g) dos grupos MSG OL e MSG ESTR.
Grupos: CTR OL (controle ovariectomizado tratado com 6leo, n= 17), CTR ESTR
(controle ovariectomizado tratado com estradiol, n=13), MSG OL (obeso ovariectomizado
tratado com 6leo, n = 13) e MSG ESTR (obeso ovariectomizado tratado com estradiol, n=
13). Diferenca estatistica de * p <0,05, **p<0,001. Os valores estdo expressos em média +
SEM. Foram aplicados Two way ANOVA seguido do teste comparativo multiplo de

Tukey.

5.2.4 Parametros cardiovasculares
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A Figura 13 apresenta os resultados dos parametros cardiovasculares. Ndo houve
diferenca da pressao arterial média (PAM) entre os grupos, demonstrado na Figura 13A. Ja
na frequéncia cardiaca (FC), houve aumento no grupo MSG OL comparado ao grupo CTR
OL (p<0,001) demonstrado na Figura 13B.
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Figura 13. Parametros cardiovasculares de ratas MSG ovariectomizadas tratadas com
estradiol. (A) Pressdo arterial média (PAM) e (B) Freqliéncia cardiaca (FC) através da canula
anexada a artéria do animal, acoplada a um transdutor de pressdao (Powerlab, modelo
MLTO0380). CTR OL (controle ovariectomizado tratado com oleo, n= 12), CTR ESTR
(controle ovariectomizado tratado com estradiol, n= 12), MSG OL (obeso ovariectomizado
tratado com 0leo, n = 12) e MSG ESTR (obesos ovariectomizados tratado com estradiol, n=
9). Diferenca estatistica de * p <0,05, **p<0,001. Os valores estdo expressos em media *
SEM. Para todas as comparacdes da figura foram aplicados ANOVA One-way, seguido do
teste comparativo maltiplo de Tukey. Para a FC foi aplicado Kruskal-Walis, seguido do teste
de Dunn’s.

5.2.5 Analise da modulagdo autonémica da pressao arterial sistolica (PAS)
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Os resultados das analises da modulacdo autonémica da pressao arterial sistolica
(PAS) esta representado na Figura 14. Pode-se observar que hd um aumento da banda LF
(Figura 14A) no grupo CTR OL em relagdo aos grupos CTR ESTR (p<0,001) e MSG OL
(p <0,05). Ja nas na banda VLF (Figura 14B) e variancia (Figura 14C) ndo houve diferenca

entre 0s grupos.
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Figura 14. Anélise da modulacdo autonémica da pressdo arterial sistolica (PAS) de ratas
com obesidade MSG tratadas com estradiol. (A) LF abs, (B) VLF abs e (C) variancia. A
variabilidade da PAS foi avaliada nos grupos CTR OL (controle ovariectomizado tratado
com 6leo, n= 12), CTR ESTR (controle ovariectomizado tratado com estradiol, n= 9),
MSG OL (obeso ovariectomizado tratado com 0leo, n = 9) e MSG ESTR (obeso
ovariectomizado tratado com estradiol, n= 11). Diferenca estatistica de * p <0,05,
**p<0,001. Os valores estdo expressos em média £ SEM. Para todas as comparacdes da
figura foram aplicados Kruskal-Walis, seguido do teste de Dunn’s.

5.2.6 Analise da modulagdo autonémica do intervalo de pulso (IP)
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1 A Figura 15 mostra que na analise da modulagdo autondémica do IP, ndo houve
2 diferenca entre os grupos analisados, nas bandas, LF, HF, na relacdo LF/HF e variancia do

3 IP (Figuras 15A, B, C e D respectivamente).
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Figura 15. Analise da modulacdo autondmica do intervalo de pulso (IP) de ratas com
obesidade MSG tratadas com estradiol. (A) LF unidade de normalidade (un), (B) HF un,
(C) LF/HF e (D) Variancia do intervalo de pulso. A variabilidade do IP foi avaliada nos
grupos CTR OL (controle ovariectomizado tratado com éleo, n= 12), CTR ESTR (controle
ovariectomizado tratado com estradiol, n= 9), MSG OL (obeso ovariectomizado tratado
com 0leo, n = 9) e MSG ESTR (obesos ovariectomizados tratado com estradiol, n= 11).
Diferenca estatistica de * p <0,05, **p<0,001. Os valores estdo expressos em média +
SEM. Para todas as comparagOes da figura foram aplicados Kruskal-Walis, seguido do
teste de Dunn’s.

5.2.7 Analise de barorreflexo espontaneo
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Pode-se identificar na Figura 16, que a efetividade do barorreflexo (ALL Bei) foi
menor no grupo MSG OL em relagdo ao CTR OL (p <0,05) (Figura 16A) e o ganho down
(Figura 16C) foi menor no grupo MSG ESTR comparado ao CTR ESTR (p <0,05). No
ganho UP e total ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 16B e D respectivamente).
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Figura 16. Andlise de barorreflexo espontaneo de ratas com obesidade MSG tratadas com
estradiol. (A) Barorreflexo ALL bei, (B) Ganho barorreflexo UP, (C) Ganho Barorreflexo
DOWN e (D) Ganho total barorreflexo. Foram analisados nos grupos CTR OL (controle
ovariectomizado tratado com 6leo, n= 12), CTR ESTR (controle ovariectomizado tratado
com estradiol, n=9), MSG OL (obeso ovariectomizado tratado com 6leo, n = 9) e MSG
ESTR (obesos ovariectomizados tratado com estradiol, n= 11). Diferenca estatistica de * p
<0,05, **p<0,001. Os valores estdo expressos em media + SEM. Para todas as
comparac@es da figura foram aplicados Kruskal-Walis, seguido do teste de Dunn’s.
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5.2.8 Concentracéo de nitrito (NO)

A concentracdo de NO nos tecidos, do tecido adiposo, coracdo e rins ndo foi
diferente entre os grupos (Figura 17A, B e C). Ja& a concentracdo de NO plasmatico,
demonstrado na Figura 17D, no grupo MSG ESTR esta maior que o grupo CTR ESTR
(p<0,001).
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Figura 17. Concentracdo de oxido nitrico (NO) da (A) Aorta, (B) Rins, (C) Coracéo e (D)
Plasma dos grupos de ratas com obesidade MSG tratadas com estradiol. A concentracdo de
NO foi estimada pela medicdo dos niveis de nitrito (uM) corrigido pela concentracdo do
homogenato. As analises foram realizadas nos grupos: CTR OL (controle ovariectomizado
tratado com 6leo, n=12), CTR ESTR (controle ovariectomizado tratado com estradiol, n=
12), MSG OL (obeso ovariectomizado tratado com 6leo, n = 12) e MSG ESTR (obesos
ovariectomizados tratado com estradiol, n= 12). Diferenca estatistica de * p <0,05,
**p<0,001. Os valores estdo expressos em média + SEM. Para todas as comparacdes entre
0S grupos para os tecidos, tecido adiposo, rins e coracdo da figura foram aplicados
Kruskal-Walis, seguido do teste de Dunn’s. Para as comparacdes entre 0s grupos para o
plasma, foi aplicado o teste ANOVA One-way, seguido do teste comparativo multiplo de
Tukey
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5.2.9 Imunohistoquimica (IHC) e score da IHC para iNOS nos tecidos cardiaco, rins e

cérebro

No coracdo a expressdo de iINOS ndo tem diferenca estatistica entre 0s grupos
(Figura 18A). No rim o grupo MSG ESTR demonstra maior expressdo de iNOS no grupo
MSG ESTR em relacdo ao grupo MSG OL ( p<0,001) (Figura 18B). No cérebro a
expressao de iINOS esta elevado nos grupos MSG OL e MSG ESTR, comparados aos seus
controles, CTR OL (p <0,05) e MSG OL (p<0,001), respectivamente e ainda é maior a
expressdo da enzima iNOS no grupo MSG ESTR comparado ao grupo MSG OL (p<0,001)
(Figura 18C).
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Figura 18. Imunohistoquimica (IHC) da expressdo de iNOS no tecido cardiaco (A), nos
rins (B) e cérebro (C) de ratas ovariectomizas tratadas com Oleo de améndoas e ou
estradiol. Os painéis da esquerda mostram os dados guantitativos da expressdo de iNOS
(score) e os painéis da direita mostram os dados qualitativos (aumento de 100x) da
expressao de iNOS dos grupos: CTR OL (controle ovariectomizado tratado com éleo, n=
10), CTR ESTR (controle ovariectomizado tratado com estradiol, n=10), MSG OL (obeso
ovariectomizado tratado com 6leo, n = 10) e MSG ESTR (obesos ovariectomizados tratado
com estradiol, n= 10). Diferenca estatistica de * p <0,05, **p<0,001. Para todas as
comparacles da figura foram aplicados o teste ANOVA One-way, seguido do teste

comparativo maltiplo de Tukey.

6. DISCUSSAO
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6.1 Discussao do Estudo 1

Neste estudo foi avaliado as alteracbes morfologicas, cardiovasculares,
autondmicas, concentracdo de NO (nitrito) tissular e plasmatico, além da marcacédo
imunohistoquimica para a iINOS, em ratas com obesidade, na auséncia de hormdnios
ovarianos ou ovariectomizadas e tratadas com estradiol. Apos cento e trinta e um dias do
tratamento neonatal com glutamato monossédico, o modelo de obesidade MSG foi
comprovado, Vvisto que, as ratas MSG SHAM mostraram maior acumulo de tecido adiposo
retroperitoneal, indice de Lee mais alto, comprimentos nasoanal mais curtos e peso
corporal menor em comparagdo com as ratas CTR SHAM, como mostrado nos resultados.
Estas alteracOes caracterizaram a obesidade MSG, que também foram evidenciadas em
estudos anteriores deste mesmo laboratério, com ratos machos Wistar (DA CUNHA et al.,
2010, DA CUNHA et al., 2011, AMARANTE et al., 2012; DA SILVA MATOS et al.,
2012; DA CUNHA et al., 2014). No estudo de Sagae et al, (2011) foi mostrado que tanto
em ratos machos quanto em fémeas Wistar, a obesidade MSG apresenta reducdo da massa
corporal, do comprimento nasoanal, aumento da tecido adiposo perigonadal e
retroperitoneal, apresentando semelhanca com dados do nosso grupo.

O acompanhamento do peso semanal dos grupos, revelou que foi a partir da quarta
semana apos a OVX que houve diferenca estatistica no aumento de peso das ratas CTR
OVX em relacdo ao grupo CTR SHAM. No trabalho de Sivasinprasasn et al., (2015) onde
os autores analisaram ratas com dieta normal e obesas por dieta rica em lipideos, que foram
submetidas a cirurgia OVX e a falsa OVX, identificaram que na quarta semana houve
diferenca do peso, apenas entre ratas obesas OV X comparadas com todos 0s grupos, mas
gue na oitava e décima segunda semana, o peso das ratas OVX e ndo OVX obesas e ndo
obesas OVX, comparadas ao grupo de dieta normal ndo OVX foram significativamente
maiores, demonstrando um pior comprometimento metabolico no organismo feminino
apenas na auséncia dos hormonios ovarianos e nesta em conjunto com a obesidade. Em
nossos achados apenas a auséncia dos hormdnios foi responsavel por esta alteragao.

Com relacdo a ovariectomia foi possivel identificar que a mesma néo intensifica as
alteracdes que a obesidade MSG provoca nas ratas, visto que, no peso corporal, a
quantidade de tecido adiposo retroperitoneal, 0 comprimento nasoanal e o indice de Lee,

ndo sdo diferentes quando comparados os grupos MSG OVX e MSG SHAM. No entanto,
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neste trabalho verificou-se que o peso corporal do grupo CTR OVX foi maior do que o
grupo CTR SHAM e ainda que este aumento de peso aconteceu a partir da quarta semana
ap6s a ovariectomia, afirmando que a auséncia dos horménios ovarianos por si S0,
predispde a obesidade nas ratas. Da mesma maneira, no trabalho de de Souza et al., (2019)
0s autores puderam identificar que a OVX em ratas levou ao aumento do ganho de peso
corporal, a maior ingestdo de alimento, maior area dos adipdcitos e peso de tecido adiposo
retroperitoneal, colesterol plasmatico e intolerancia a glicose, com reducdo no peso do
utero. Os dados deste trabalho também corroboram com os achados de Hong et al., (2009),
0s quais observaram que camundongos fémeas OV X ganharam mais peso, especificamente
na forma de tecido adiposo.

Neste trabalho a eficacia da ovariectomia foi identificada pela atrofia do Utero,
também encontrada no trabalho de de Souza et al., (2019) e menor valor da relacéo
Utero/tibia na comparacdo entre 0s mesmos grupos, corroborando com os achados da
pesquisa de Castardo-de- Paula et al., (2017). Também foi identificado que o modelo de
obesidade MSG em fémeas provoca atrofia uterina e a ovariectomia nas fémeas obesas
intensifica a diminuicdo do peso do Utero que a obesidade provocou com consequente
diminuicdo da relacdo Utero/tibia. No trabalho de Gaspar e colaboradores (2016),
utilizando fémeas MSG os autores observaram que embora as ratas tenham apresentado
ciclos estrais irregulares, com baixa ovulagdo, e assim como no nosso estudo, o peso do
Utero era menor, 0s niveis de estrogeno eram normais.

Na literatura estd bem evidente que ratos machos Wistar MSG apresentam um
aumento dos valores de pressdo arterial media (PAM), sem alteracbes da frequéncia
cardiaca (FC) (DA CUNHA et a.l, 2010, KONRAD et al., 2012; AMARANTE et al.,
2012; DA SILVA MATOS et al., 2012; DA CUNHA et al, 2017). O registro
cardiovascular das fémeas neste estudo mostra que ndo ha diferenca da PAM entre os
grupos analisados, assim como observado em um estudo prévio de nosso laboratorio com
fémeas ndo obesas (CASTARDO DE PAULA et al., 2017). J& no trabalho de Clough et al.,
(1986) ao estudar ratas e ratos Sprague-Dawley com obesidade MSG, identificaram que as
alteragcdes da PAM sdo dependentes do sexo, sendo que nas fémeas com 6, 9 e 12 semanas
de idade foi observado hipotenséo sistdlica, sem mudancas na FC, contrario aos machos.
Os autores sugeriram gue 0s mecanismos barorreflexos em ratas fémeas tratadas com MSG
parecem ter trazido os niveis da PAM para um nivel mais baixo, e que este reajuste do

mecanismo barorreflexo ocorre independentemente de quaisquer alteracdes centrais ou
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periféricas da vasopressina. E possivel que fémeas MSG tenham mecanismos de controle
barorreflexo protegidos para ndo desenvolver hipertensdo, sendo diferentes dos machos.
Nossos resultados de avaliacdo do baroreflexo espontaneo corroboram essa hipdtese ja que
a efetividade esta aumentada nas ratas obesas OV X.

Nos resultados apresentados, foi possivel identificar aumento da FC nas ratas
obesas com ou sem a cirurgia da retirada dos ovarios. No trabalho de Castardo-de-Paula, et
al., (2017) néo foi encontrado diferenca da FC nas ratas ovariectomizadas, visto que nédo
obtinham sobrepeso, como neste trabalho. Dessa forma, esses efeitos sobre a FC podem ser
decorrentes da obesidade apenas.

A variabilidade cardiovascular, através da analise espectral, vem ganhando
importancia como ferramenta clinica promissora de avaliacdo do SNA, identificando
comprometimentos na saude, e sua utilizacdo € considerada um preditor das funcgdes
internas do organismo, tanto em condicdes normais quanto patoldgicas (VANDERLEI et
al., 2009). A modulacdo autonémica na pressdo arterial sistolica (PAS) através dos
componentes LF, VLF e variancia, ndo estdo alteradas entre os grupos avaliados neste
trabalho. J& a modulacdo autonémica do intervalo de pulso (IP) mostra que a obesidade
MSG em conjunto com a ovariectomia, aumenta o componente LF normalizado, que tem
sido interpretado como a agdo conjunta dos componentes vagal e sistema nervoso
simpatico (SNS) sobre o coragdo, com predominancia do simpatico. Também ocorre
diminuicdo do HF normalizado, um indicador da atuacdo do nervo vago sobre 0 coracgdo e
aumento na relacdo LF/HF, sugerindo que a auséncia dos hormdnios ovarianos junto a
obesidade, altera 0 SNA intensificando a acdo do SNS e diminuindo do parassimpatico
(SNP). Em estudos com ratos machos Wistar, apenas a obesidade MSG ja provoca essas
mesmas alteracdes das bandas LF e HF (DA CUNHA et al., 2011; DA CUNHA et al.,
2014). Em estudo recente, Felix e colaboradores (2019) mostraram que em ratas idosas (82
semanas de vida) que tinham sido submetidas a ovariectomia precoce (10 semanas de vida)
apresentavam alteragcdes morfolégicas com aumento na contratilidade cardiaca comparada
as ratas ndo ovariectomizadas. Essas alteraces foram associadas a uma maior expressao
dos receptores beta cardiacos, os quais também participam do controle da frequéncia
cardiaca pelo SNS.

O barorreflexo, é um sistema extremamente eficiente em controlar a variacdo da
PA. As terminagdes sensoriais barorreceptoras localizadas no seio do arco adrtico,

carotideo e artéria subclavia direita, permitem um sistema de controle de alto ganho que



O 00 N o v b~ w N R

W W W N N N N N N N N NN P P P P R P PR kb p
N P O OW 0 N O U B W N P O VW 00 N OO B B W N P O

77

mantém a PA dentro de limites normais a curto prazo (segundos a minutos), participando
da homeostase hemodindmica, principalmente por controlar os tdénus simpético e
parassimpatico para cora¢do e vasos (CAMPAGNOLE-SANTOS & HAIBARA, 2001). Na
analise do barorreflexo espontaneo, a efetividade (all Bei) basal nas ratas obesas e
ovariectomizadas foi maior comparado ao grupo com obesidade apenas, sugerindo que a
unido dos dois fatores de risco cardiovascular, provocam um aumento da efetividade
barorreflexa em situacdo de repouso. No estudo de Battault et al., (2017) para explicarem a
ativacdo simpatica, PAM e tonus vascular normais em alguns pacientes obesos, sugerem
gue mecanismos compensatorios contrabalancam a acdo simpatica e portanto, dissociam a
atividade simpatica de seu efeito hipertensivo e também existe o controle do toénus vascular
que pode estar envolvido em tal fendmeno. Esses mecanismos podem justificar nossos
achados com ratas obesas e ovariectomizadas sem alteracbes na PAM, com maior
atividade simpatica e maior efetividade barorreflexa.

Neste estudo mostramos que a ovariectomia aumenta as concentragdes de NO nos
rins apenas nas ratas controle, o0 mesmo ndo acontecendo nas obesas. Neugarten et al,
(1997) identificaram que na medula interna renal (MIR) de ratos Sprague-Dawley de
ambos 0s géneros com 10 a 11 semanas de vida, 0s niveis das enzimas eNOS e iNOS
foram maiores nas fémeas, comparados aos machos e que a ovariectomia diminuiu esses
niveis que depois foram recuperados com o tratamento com estradiol. Sasser et al., (2001)
compararam a atividade enzimética da NOS também na MIR, tanto de ratos machos quanto
de fémeas, ambos espontaneamente hipertensos (SHR) de 5 e de 13 semanas de vida e
mostraram que estd aumentada em fémeas SHR com maturagdo sexual (13 semanas),
comparado a machos com o mesmo tempo de vida. Eles concluem que o efeito da idade
sobre a atividade da NOS na MIR € dependente do sexo, e para determinar a contribuicéo
relativa da maturacdo e dos hormonios sexuais femininos no dimorfismo sexual na
atividade da NOS, o NO foi medido em homogenatos renais na MIR de fémeas SHR de 13
e 18 semanas intactas e ovariectomizadas onde a OV X diminuiu a atividade total da NOS,
independentemente da idade.

Foi visto nos resultados que a OVX e a obesidade provocam diminuicdo da
concentracdo de NO no tecido cardiaco. Ha bastante tempo se sabe que o NO participa da
vasodilatacdo coronaria através da ativacdo pela acetilcolina (SHEM et al., 1994). Dessa

forma, nossos achados de menor concentragdo de NO no tecido cardiaco séo
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compreensiveis ja que a modulacdo parassimpatica do IP também estd diminuida nesses
animais, corroborando com o fato que nesses animais temos também uma maior FC basal.

Em contraste ao tecido cardiaco, houve aumento de NO plasmatico nas ratas
ovariectomizadas e obesas. Segundo Battault et al., (2017) enfatizaram o papel
fundamental do NO pela eNOS em individuos com sindrome metabdlica, ao impedir o
desenvolvimento de hipertensdo associado com comprometimento do equilibrio
simpatovagal, relacionando a capacidade do endotélio de modular a vasoconstri¢cdo
dependente da inervacdo adrenérgica, com uma Ultima defesa contra a hipertensdo nestes
individuos. E possivel que de forma semelhante, essa compensacdo do NO em modular os
efeitos vasoconstritores possam explicar em parte a auséncia de hipertensdo encontrada nas
fémeas obesas em nosso estudo. No entanto, ndo podemos descartar a possibilidade de que
esse aumento do NO plasmatico possa ser devido a uma maior atividade da iNOS
endotelial.

A iNOS é um importante mediador inflamatdrio com um papel vital na imunidade
(BOGDAN et al. , 2000). No entanto, supfe-se que a superexpressao da iNOS esteja
envolvida no desenvolvimento de DCV, e pode ser um importante elo entre os disturbios
metabdlicos relacionados & obesidade e a inflamacéo. A regulacdo da expressao da iNOS é
multifatorial e dependente de varios fatores de transcricdo, incluindo o NFKb (NEGI et al.
2011). O aumento do acumulo de lipidios no coracdo leva a ativacdo de vias pro-
inflamatdrias, que é seguido pela ativacdo do NFKb e supra-regulacdo da expressdao da
INOS (CAO et al, 2011).

O modelo de obesidade utilizado neste trabalho, associado a ovariectomia provocou
uma elevacdo na expressdo de iINOS no tecido cardiaco e renal, em comparagédo as ratas
controle OVX. Por outro lado, as concentracdes de nitrito mostraram-se diminuidas nas
ratas obesas. No trabalho de Jovanovic, et al., (2017) as ratas obesas, alimentadas com
dieta hiperlipidica por 10 semanas, exibiram também aumento significativo no nivel de
MRNA da iNOS e da proteina iNOS cardiaca e a0 mesmo tempo as concentracfes de
nitrito ndo estavam alteradas. Os autores sugerem que a explicacdo para esse fato seria que
muito do NO gerado pela aumentada ativacdo da iNOS reagiria com outras moléculas,
como anion superoxido, gerando peroxinitrito e elevando os niveis de estresse oxidativo.
Em estudos anteriores de nosso grupo foi verificado que esses animais obesos possuem
niveis aumentados de lipoperoxidacao lipidica e também aumento da marcacdo de iINOS
cardiaca (Da Cunha et al., 2010; 2014; 2017).
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Kaur & Kaur (2017) analisaram a expressdo de RNAm para a iNOS na regido do
hipotalamo de ratas obesas, com dieta rica em tecido adiposo (30% de tecido adiposo, 50%
carboidratos, 20% de proteinas) e identificaram que houve aumento significativo da iNOS
neste grupo, comparado ao grupo com dieta normal, monstrando que a obesidade por si s6
eleva a iNOS nesta regido do cérebro. Esse trabalho corrobora com nossos resultados que
também mostrou aumento da enzima iNOS no cérebro de ratas obesas. Porém ao retirar os
hormdnios ovarianos destas, através da ovariectomia, a expressdao da iNOS diminuiu,
demonstrando uma relacdo dos hormonios ovarianos com a producdo de NO via iNOS

neste tecido.

6.2 Discussao do Estudo 2

As ratas induzidas a obesidade através do modelo MSG, que foram submetidas a
oito semanas de tratamento com estradiol ou 6leo de améndoas, mostraram que os fatores
de risco para desenvolver DCVs como o peso corporal, o acimulo de tecido adiposo
retroperitoneal e o célculo de indice de Lee diminuiram nas ratas obesas tratadas com
estrogeno. De forma semelhante, Hong et al., (2009) em seu estudo com o objetivo de
determinar os efeitos do sexo e hormonios ovarianos na suscetibilidade & obesidade,
descreveu que hormonios ovarianos de fato fornecem protegédo contra o ganho de peso.

De Souza et al., (2019) realizaram um estudo com ratas OVX tratadas com
glicocorticoides, no qual, esses animais aumentaram o peso, o indice de Lee, a ingestdo de
alimentos, o peso de tecido adiposo retroperitoneal, area de adipocitos de depdsitos de
tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal, triglicérides plasmaticos e o tratamento com
estradiol além de reverter esses efeitos induzidos pelos glicocorticoides e diminuir a
intolerdncia a glicose, aumentou o peso do Utero das ratas OVX, assim como nos
resultados deste trabalho onde as ratas OVX tanto controles como as MSG tratadas com
estradiol tiveram o peso uterino maior em relagéo as ratas tratadas com 6leo de améndoas.

Foram observados nos resultados do presente estudo que a auséncia de hormonios
ovarianos associado a obesidade MSG elevaram a FC das ratas e o tratamento com
estradiol ndo reverteu esta alteracdo cardiovascular. Ja o estudo de El-Mas et al., (2009)
mostrou que a reposi¢cdo de estrogénio em ratas OVX causou reducdes significativas na
pressdo arterial media (PAM), na frequéncia cardiaca (FC) e reverteu as alteracGes na

atividade autonémica, através da reducdo do ténus simpatico vascular. O autor destacou a
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importancia da terapia com estrogénio a longo prazo na retificacdo das alteracbes
cardiovasculares e barorreflexas prejudiciais causadas pelo esgotamento do hormonio
ovariano. A diferencga entre o estudo EI Mas e 0 nosso é que as nossas ratas eram obesas,
assim, de alguma forma, a obesidade pode ter impedido que o tratamento com estrogeno
diminuisse os valores de FC. Esse fato chama nossa atencéo para os agravos da obesidade
para as DCV.

Em relacdo a modulagdo autondémica da PAS, pdde-se observar que o tratamento de
oito semanas com estradiol, diminui a atividade simpatica, via banda LF, em ratas ndo
obesas. EI-Mas et al., (2009) mostrou em seu estudo que as oscilagcdes LF da PAS foram
reduzidas em ratas OV X tratados com estrogénio, com consequente diminuigdo da PA, por
meio da inibicdo da atividade simpética vasomotora e do aumento da sensibilidade
espontanea do barorreflexo, alterando o equilibrio simpato-vagal cardiaco em direcdo a
dominéancia parassimpatica e colaborando para menores valores de PA. Bundalob et al.,
(2017) em seu estudo concluiram que o modelo de obesidade através de dieta rica em
frutose, altera os marcadores no coracdo de ratas OVX, provocando distarbios na
sinalizacdo de insulina, metabolismo energético, producdo de NO, transporte idnico e
sinalizacdo dos mecanismos do sistema renina-angiotensina, causando resisténcia a
insulina. Ele demonstra que o tratamento com estradiol foi eficaz em suprir os efeitos desta
dieta via sinalizacdo AKT e reverte alteracbes na expressdao do sistema renina-
angiotensina, explicando a diminuicdo da atividade simpatica neste trabalho. Embora, no
nosso estudo as ratas obesas ndo tiveram alteracBes no LF apds o tratamento com
estrogeno, na efetividade do baroreflexo elas melhoraram, possivelmente contribuindo para
um melhor controle cardiovascular. Na analise da modulacdo autonémica do IP, ndo
observamos diferencas entre os grupos.

No estudo de De Bellis et al (2019) os resultados mostraram que os hormonios
femininos estdo envolvidos na regulagdo do relaxamento ventricular, influenciando a
atividade da NO-sintase, levando a uma maior biodisponibilidade do NO e consequente
maior vasodilatacdo mediada pelo endotélio. Nos resultados deste estudo ndo observamos
alteracGes nas concentragdes de nitrito nos tecidos cardiaco, tecido adiposo e rins. No
entanto, pdde-se observar que as ratas obesas que receberam estradiol, tiveram diminuicdo
das concentracdes plasmaticas de NO, o que ndo corrobora com os dados de De Bellis.
Contudo, as dosagens de nitrito plasmatico ndo séo resultado apenas do NO endotelial e,

portanto, podem receber influéncias do organismo como um todo, por ser uma anélise
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sistémica. Dados de Castardo-de-Paula et al., 2017 mostraram que 0s niveis de nitrito ndo
se alteraram ap0s ovariectomia, porém foram diminuidos apds tratamento com estrogeno
somente nas ratas que receberam S-metil-isothiourea (SMT), um inibidor da iNOS. No
entanto, ndo é possivel saber quais tecidos inibidos por SMT contribuiram para diminuir a

concentracdo de nitrito plasmatica nesses animais.

Neste estudo, a expressdao da iNOS nos rins aumentou em ratas obesas OVX
tratadas com estradiol e no cérebro, tanto a obesidade quanto o tratamento com estradiol
provocou aumento da iNOS. Jovanovic, et al., (2017) deixam claro que o uso da terapia de
reposicdo hormonal tornou-se um dos topicos mais controversos relacionados a saude das
mulheres. Os autores descrevem que o estradiol € conhecido por exercer efeitos
cardioprotetores em mulheres na pré-menopausa, mas enfatizam que suas acdes parecem

estar comprometidas na obesidade.

7. CONCLUSAO

Pode se concluir, que a auséncia dos hormonios ovarianos em associagdo com a
obesidade MSG, atuam de forma efetiva em alteracGes cardiovasculares, autondémica e
inflamatdria, visto que provocam modificacdes na modulacdo autondmica do IP através da
ativagdo do SNS, diminuicdo da atividade do SNP e aumento das concentragOes de
marcadores inflamatdrios teciduais, a iNOS.

No entanto, diante da terapia hormonal com estradiol, conclui-se que o tratamento
diminui alguns fatores de risco para desenvolver DCVs, inibindo a acdo do SNS regulando

0s parametros cardiovasculares e autonémicos, porém a terapia ndo é capaz de reverter o
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processo inflamatdrio, instalado diante da auséncia dos hormdnios ovarianos em conjunto
com a obesidade MSG .

8. Referéncias

Ariza, D., Sisdeli, L., Crestani, C.C., Fazan, R., Martins-Pinge, M.C. (2015).
Dysautonomias in Parkinson's disease: cardiovascular changes and autonomic modulation
in conscious rats after infusion of bilateral 6-OHDA in substantia nigra. Am J Physiol
Heart Circ Physiol. 308(3), H250-7.



83

Aubert, A.E., Seps, B., Beckers, F. (2003). Heart rate variability in athletes.
Metabolism. 61(10):1435-42. DOI: https://10.1016/j.metabol.2012.03.005.

Battault, S.1., Meziat, C.1., Nascimento, A.1., Braud, L., Gayrard, S., Legros, C., Reboul
C. (2017). Vascular endothelial function masks increased sympathetic vasopressor activity
in rats with metabolic syndrome. American Jornal of Physiological Heart Circulatory
Physiology. 314(3):H497-H507.https://doi:10.1152/ajpheart.00217.2017.

Bautistaa, R.J.H., Mahmoud, A.M., Konigsberga, M., Guerrer, N.E.L.D. (2019). Obesity:
Pathophysiology, monosodium glutamate-induced model and antiobesity medicinal plants.
Biomedicine & Pharmacotherapy. 111: 503-516.

Bernardis, L.L., Patterson, B.D. (1968). Correlation between “Lee index” and carcass fat
content in weanling and adult female rats with hypothalamic lesions. Journal of
Endocrinology. 40: 527-528.

Bogdan C, Rollinghoff M, Diefenbach A. (2000). Reactive oxygen and reactive nitrogen
intermediates in innate and specific immunity. Curr Opin Immunol. 12: 64-76.

Bundalob, M., Romica, S., Tepavcevica, S., Stojiljkovica, M., Stankovich, A., Zivkovicb,
M., Koricanaca, G. Fructose-rich diet and insulin action in female rat heart: Estradiol
friend or foe?. European Journal of Pharmacology. 811: 141-147.

Campagnole-Santos, M.J, Haibara, A.S. (2001). Reflexos cardiovasculares e hipertensédo
arterial. Revista Brasileira de Hipertens&o. 8(1): 30-40.

Campos, C., Casali, K.R., Baraldi, D., Conzatti, A., Araidjo, A.S.R., Khaper, N., Llesuy, S.,
Rigatto, K., Bell6-Klein, A. (2014). Efficacy of a Low Dose of Estrogen on Antioxidant
Defenses and Heart Rate Variability. Oxidative Medicine and Cellular Longevity.
http://dx.doi.org/10.1155/2014/218749.

Cao J, Sodhi K, Puri N, Monu SR, Rezzani R, Abraham NG. (2011). High fat diet
enhances cardiac abnormalities in SHR rats: Protective role of heme oxygenase-
adiponectin axis. Diabetol Metab Syndr. 3: 37.

Castardo-de-Paula, J.C.,de Campos, B.H., Amorim, E.D.T,da Silva, R.V., de Farias
C.C., Higachi, L., Martins-Pinge, M.C. (2017). Cardiovascular risk and the effect of nitric
oxide synthase inhibition in female rats: The role of estrogen. Experimental
Gerontology.15(97):38-48. https://doi: 10.1016/j.exger.2017.07.016.

Cheng, Z.J., Wang, R., Chen, Q.H. (2019). Autonomic Regulation of the Cardiovascular
System: Diseases, Treatments, and Novel Approaches. Neurosci Bull. 35(1):1-3.

Clough, R.W., Aravich, P.F., Sladek, C.D. (1986). Monosodium Glutamate Neurotoxicity:
A Sex-Specific Impairment of Blood Pressure but not Vasopressin in Developing Rats.
Brain Research Bulletin. 17(1):51-8. https://doi.org/10.1016/0361-9230(86)90160-7.

Colasanti, M., Suzuki, H. (2000). The dual personality of NO. Trends Pharmacol Sci.
21(7):249-52.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aubert%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12974657
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seps%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12974657
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beckers%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12974657
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22554831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Battault%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29127233
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meziat%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29127233
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nascimento%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29127233
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Braud%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29127233
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gayrard%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29127233
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Legros%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29127233
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reboul%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29127233
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reboul%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29127233
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castardo-de-Paula%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28757113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Campos%20BH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28757113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amorim%20EDT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28757113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20RV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28757113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Farias%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28757113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Farias%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28757113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Higachi%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28757113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins-Pinge%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28757113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clough%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3756544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aravich%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3756544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sladek%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3756544
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03619230
https://doi.org/10.1016/0361-9230(86)90160-7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Colasanti%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Suzuki%20H%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Trends%20Pharmacol%20Sci.');

84

DA Cunha, N.V., Pinge-Filho, P., Panis, C., Silva, B.R., Pernomian, L., Grando, M.D.,
Cecchini, R., Bendhack, L.M., Martins-Pinge, M.C. (2014). Decreased endothelial nitric
oxide, systemic oxidative stress, and increased sympathetic modulation contribute to
hypertension in obese rats. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 15;306(10):H1472-80.

DA Cunha, N.V.,de Abreu, S.B.,Panis, C., Grassiolli, S., Guarnier, F.A., Cecchini,
R., Mazzuco, T.L., Pinge-Filho, P., Martins-Pinge, M.C. (2010). Cox-
2 inhibition attenuates cardiovascular and inflammatory aspects in monosodium glutamate-
induced obese rats. Life Sciences. 11;87(11-12):375-81. https://doi:
10.1016/j.1fs.2010.07.014.

DA Cunha, N.V,, Lopes, F.N., Panis, C., Cecchini, R.,Pinge-Filho, P., Martins-
Pinge, M.C. (2017). iNOS inhibition improves autonomic dysfunction and oxidative status
in hypertensive obese rats. Clinical and Experimental Hypertension. 39(1):50-57. https://
doi: 10.1080/10641963.2016.1210628.

DA Silva Mattos, A.M., Xavier, C.H., Karlen-Amarante, M., da Cunha, N.V., Fontes,
M.A., Martins-Pinge, M.C. (2012). Renal sympathetic nerve activity is increased in
monosodium glutamate induced hyperadipose rats. Neuroscience Letters. 1;522(2):118-22.
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2012.06.021.

DA Cunha, N.V., Pinge-Filho, P., Barbosa Neto, O., Grassiolli, S., Martins-Pinge, M.C.
(2011). COX-2 inhibition does not reverse the increased sympathetic modulation in MSG
obese rats. Autonomic Neuroscience. 7;165(2): 201-
4.https://doi:10.1016/j.autneu.2011.07.006.

DE Abreu, S. B., Lenhard, A., Mehanna, A., de Souza, H. C. D., de Aguiar Correa, F. M.,
Hasser, E. M., Martins-Pinge, M. C. (2009). Role of paraventricular nucleus in exercise
training-induced autonomic modulation in conscious rats. Autonomic Neuroscience: Basic
and Clinical, 148(1-2), 28-35. https://doi.org/10.1016/j.autneu.02.007.

DE Bellis, A., De Angelis, G., Fabris, E., Cannata, A., Merlo, M., Sinagra, G. (2019).
Gender-related differences in heart failure: beyond the “one-size-fits-all” paradigm. Heart
Failure Reviews. https://doi.org/10.1007/s10741-019-09824-y.

DE Marchi, P.N., Guimarédes-Okamoto, P.T.C., Melchert, A. Ribeiro, J.F.A., dos Santos,
T.H.Y., Machado, L.H.A. (2016). Sindrome metabdlica: relacdo entre obesidade,
resisténcia insulinica e hipertensao arterial sistémica nos pequenos animais. Veterinaria e
Zootecnia. 23(2): 184-191.

DE Souza, C.F., Stopa, L.R.S., Santos, G.F., Takasumi, L.C.N., Martins, A.B., Garnica-
Siqueira, M.C., Ferreira, R.N., de Andrade, F.G., Leite, C.M., Zaia, D.A.M., Zaia,
C.T.B.V., Uchoa, E.T. (2019). Estradiol protects against ovariectomy-induced
susceptibility to the anabolic effects of glucocorticoids in rats. Life Sci. 1 (218):185-196.
doi: 10.1016/j.1fs.2018.12.037.

Dutra, S.G., Pereira, A.P., Tezini, G.C., Mazon, J.H., Martins-Pinge, M.C., Souza, H.C.
(2013). Cardiac Autonomic Modulation Is Determined by Gender and Is Independent of
Aerobic Physical Capacity in Healthy Subjects. Plos One. 3;8(10):1-9.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cunha%20NV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20688085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Abreu%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20688085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Panis%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20688085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grassiolli%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20688085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guarnier%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20688085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cecchini%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20688085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cecchini%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20688085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mazzuco%20TL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20688085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pinge-Filho%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20688085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins-Pinge%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20688085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Cunha%20NV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28055264
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopes%20FN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28055264
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Panis%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28055264
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cecchini%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28055264
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pinge-Filho%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28055264
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins-Pinge%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28055264
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins-Pinge%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28055264
https://www.tandfonline.com/iceh20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20Mattos%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xavier%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karlen-Amarante%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Cunha%20NV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fontes%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fontes%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins-Pinge%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03043940
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2012.06.021
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Cunha%20NV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21824825
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pinge-Filho%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21824825
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barbosa%20Neto%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21824825
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grassiolli%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21824825
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins-Pinge%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21824825
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dutra%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pereira%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tezini%20GC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mazon%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins-Pinge%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Souza%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098577

85

Elias-Smale, S.E., Gunal, A., Maas, A.H. (2015). Gynecardiology: Distinct patterns of
ischemic heart disease in middle-aged women. Maturitas. The European Menopause
Jornal. 81(3):348-52. https://doi.org/10.1016/j.maturitas.2015.04.012.

El-Mas, M., Abdel-Rahman, A.A. (2014). Endothelial and neuronal nitric oxide synthases
variably modulate the estrogen-mediated control of blood pressure and cardiovascular
autonomic control. Clinical and experimental pharmacology & physiology. 41(3): 246-
254.

El-Mas, M.M., Abdel-Rahman, A.A. (2009). Longitudinal assessment of the effects of
estrogen on blood pressure and cardiovascular autonomic activity in female rats. Clin Exp
Pharmacol Physiol. 36(10): 1002—-1009.

Felix, A.C.S., Gastaldi, A.C., Dutra, S.G.V., de Freitas, A.C.S., Philbois, S.V., de Paula
Facioli, T.,Da Silva, V.J.D. Fares;, T.H.,de Souza, H.C.D. (2019)
Early ovarian hormone deprivation increases cardiac contractility in old female rats-

Role of physical training. Auton Neurosci. 218:1-9.

Filho, R.F., Zilberstein, B. (2000) .Oxido nitrico: o simples mensageiro percorrendo a
complexidade. Metabolismo, sintese e fun¢Ges. Rev Ass Med Brasil. 46(3): 265-71.

Gaspar, R.S., Benevides, R.O., Fontelles, J.L., Vale, C.C., Franca, L.M., Barros P.T., Paes,
AM. (2016). Reproductive alterations in hyperinsulinemic but
normoandrogenic MSG obese female rats. J Endocrinol. 229(2):61-72.

Gomes, F., Telo, D.F., Souza, H.P., Nicolau, J.C., Halpern, A., Serrano, C.V. Jr. (2010).
[Obesity and coronary artery disease: role of vascular inflammation]. Arquivos Brasileiros
de Cardiologia. 94(2):255-61, 273-9, 260-6.

Gore, A.C., Wu, T.J,, Oung, T., Lee, J.B., Woller, M.J. (2002). A Novel Mechanism for
Endocrine-Disrupting Effects of Polychlorinated Biphenyls: Direct Effects on
Gonadotropin-Releasing Hormone Neurones. J Neuroendocrinol. 14(10):814-23.

Hong, J., Stubbins, R.E., Smith, R.R., Harvey, A.E., Nufiez, N.P. (2009). Differential
susceptibility to obesity between male, female and ovariectomized female mice. Nutrition
Journal. 8 (11):2-5.

Honour, J.W. (2018). Biochemistry of the menopause. Annals of Clinical Biochemistry.
55(1):18-33. DOI: 10.1177/0004563217739930.

Hsieh, D.J.Y., Kuo, W.W., Lai, Y.P., Shibu, M.A., Shen, C.Y., Pai, P... Huang, C.Y.
(2015). 17B-Estradiol and/or Estrogen Receptor B Attenuate the Autophagic and Apoptotic
Effects Induced by Prolonged Hypoxia Through HIF-1a-Mediated BNIP3 and IGFBP-3
Signaling Blockage. Cellular Physiology and Biochemistry.(36):274-284.

Ishitani, L.H., Franco, G.C., Perpétuo, I.H.O., Franca, E. (2006). Desigualdade social e
mortalidade precoce por doencas cardiovasculares no Brasil. Rev Saude Publica.
40(4):684-91.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elias-Smale%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26006301
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%BCnal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26006301
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maas%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26006301
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gynecardiology%3A+distinct+patterns+of+inchemic+heart+disease+in+minddle
https://doi.org/10.1016/j.maturitas.2015.04.012
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Felix%20ACS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30890342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gastaldi%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30890342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dutra%20SGV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30890342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Freitas%20ACS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30890342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Philbois%20SV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30890342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Paula%20Facioli%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30890342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Paula%20Facioli%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30890342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Da%20Silva%20VJD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30890342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fares%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30890342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Souza%20HCD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30890342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gomes%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20428625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Telo%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20428625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Souza%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20428625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nicolau%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20428625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Halpern%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20428625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Serrano%20CV%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20428625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gore%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12372006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12372006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oung%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12372006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12372006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Woller%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12372006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Endocrine-Disrupting+Effects+of+Polychlorinated+Biphenyls%3A+Direct+Effects+on+Gonadotropin-Releasing+Hormone+Neurones

86

Iwase, M., Yamamoto, M., lino, K., Ichikawa, K., Shinohara, N., Yoshinari, M.,
Fujishima, M. (1998). Obesity Induced Treatment in An Animal by Neonatal Monosodium
Glutamate Spontaneously Hypertensive Rats: Model of Multiple Risk Factors. Hypertens.
21(1):1-6.

Jovanovic, A., Sudar-Milovanovic, E., Obradovic, M., Pitt, S.J., Stewart, A.J., Zafirovic,
S., Stanimirovic, J.,, Radak, D., Isenovic, E.R. (2017). Influence of aHigh-
Fat Diet on Cardiac iNOS in Female Rats. Curr Vasc Pharmacol. 15(5):491-500.

Karlen-Amarante, M., da Cunha, N.V., de Andrade, O., de Souza, H.C., Martins-Pinge,
M.C. (2012). Altered baroreflex and autonomic modulation in monosodium glutamate-
induced hyperadipose rats. Metabolism Clinical and Experimental. 61(10):1435-42.
https://doi.org/10.1016/j.metabol.2012.03.005.

Kaur. T., Kaur, G. (2017). Withania somnifera as a potential candidate to ameliorate high
fat diet-induced anxiety and neuroinflammation. J Neuroinflammation. 12;14(1):201.

Khalil, R. A. (2005). Sex Hormones as Potential Modulators of Vascular Function in
Hypertension. Hypertension Highlights. 46:249-254.

Konrad S.P., Farah, V., Rodrigues, B., Wichi, R,B., Machado, U.F., Lopes, H.F., D'Agord
Schaan, B., De Angelis, K., Irigoyen, M.C. (2012). Monosodium glutamate neonatal
treatment induces cardiovascular autonomic function changes in rodents. Clinics.
67(10):1209-14.

Leeners, B., Geary, N., Tobler, P.N., Asarian, L. (2017). Ovarian hormones and obesity.
Hum Reprod Update. 1;23(3):300-321. https://doi.org/10.1093/humupd/dmw045.

Lima-Mendoza, L.A., Colado-Velazquez, J., Mailloux-Salinas, P., Espinosa-Juarez, J.V.,
Gobémez-Viquez, N.L., Molina-Mufioz, T., HuangM, F., Bravo, G. (2014). Vascular damage
in obese female rats with hypoestrogenism. J Physiol Biochem. 70: 81-91.

Lopes, H.F. (2007). Hipertensdo e inflamacéo: papel da obesidade. Rev Bras Hipertens
14(4): 239-244.

Majewskia, M.,Jurgonskib, A., Fotschkib, B., Juskiewicz, J. (2018).The toxic effects of
monosodium glutamate (MSG) — The involvement of nitric oxide, prostanoids and
potassium channels inthe reactivity ofthoracic arteries in MSG-obese rats. Toxicology and
Applied Pharmacology. 359: 62—-69.

Maldonado-Ruiz, R., Fuentes-Mera, L., Camacho, A. (2017). Central Modulation of
Neuroinflamation by Neuropeptides and Energy-Sensing Hormones during Obesity.
Biomed Res Int. 2017:1-12. https://doi.org/10.1155/2017/7949582.

Maric-Bilkan, C., Gilbert, E.L., Ryan, M.J.(2014). Impact of ovarian function on
cardiovascular health in women: focus on hypertension. International Journal of Women s
Health. (6) 131-139.

Martins-Pinge, M. C., Becker, L. K., Luccizano Garcia, M. R., Zoccal, D. B., Neto, R. V.,
Basso, L. S., ... Lopes, O. U. (2005). Attenuated pressor responses to amino acids in the


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jovanovic%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27781956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sudar-Milovanovic%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27781956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Obradovic%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27781956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pitt%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27781956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stewart%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27781956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zafirovic%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27781956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zafirovic%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27781956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanimirovic%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27781956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Radak%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27781956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isenovic%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27781956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karlen-Amarante%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22554831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karlen-Amarante%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22554831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Cunha%20NV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22554831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Andrade%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22554831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Souza%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22554831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins-Pinge%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22554831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins-Pinge%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22554831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22554831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farah%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23070349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodrigues%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23070349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wichi%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23070349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Machado%20UF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23070349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopes%20HF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23070349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%27Agord%20Schaan%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23070349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%27Agord%20Schaan%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23070349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Angelis%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23070349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Irigoyen%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23070349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leeners%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28333235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geary%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28333235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tobler%20PN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28333235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Asarian%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28333235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ovarian+hormones+and+obesity+leeners
https://doi.org/10.1093/humupd/dmw045
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maldonado-Ruiz%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28913358
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fuentes-Mera%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28913358
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camacho%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28913358
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Central+Modulation+of+Neuroinflammation+by+Neuropeptides+and+Energy-Sensing+Hormones+during+Obesity
https://doi.org/10.1155/2017/7949582

87

rostral ventrolateral medulla after swimming training in conscious rats. Autonomic
Neuroscience: Basic and Clinical, 122(1-2), 21-28.
https://doi.org/10.1016/j.autneu.2005.07.007

Mathias, P.C., Grassiolli, S., Rocha, D.N., Scomparin, D.X., Gravena, C. (2007).
Transplantation of pancreatic islets from hypothalamic obese rats corrects hyperglycemia
of diabetic rats. Transplantation Procedings. 39:193-195.

Mayer, B., Andrew, P. (1998). Nitric oxide synthases: catalytic function and progress
towards selective inhibition. Naunyn Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology. 358: 127-
133.

Mehanna, A., Vitorino, D.C., Panis, C., Blanco, E.E.A., Pinge Filho, P., Martins-Pinge,
M.C. (2007). Cardiovascular e pulmonary effects of NOS inhibition in endotoxemic
conscious rats subjected to swimming trainning. Life Science. 8: 1301-1308.

Mintaa, W., Paleea, S., Mantora, D., Suthama, W., Jaiwongkama, T., Kerdphooa, S.,
Pratchayasakula, W., Kumfua, S., Chattipakorna, S.C., Chattipakorna, N. (2018). Estrogen
deprivation aggravates cardiometabolic dysfunction in obeseinsulin resistant rats through
the impairment of cardiac mitochondrial dynamics. Experimental Gerontology. 103: 107—
114.

Moncada S., Higgs, E.A. (1992). The L-arginine-nitric oxide pathway. New England
Journal of Medicine. 329: 2002-2012.

Moncada S., Higgs, E.A. (1993). The L-arginine-nitric oxide pathway. New England
Journal of Medicine. 329: 2002-2012.. Doi 10.1056/NEJM199312303292706.

Monteiro, R.,Teixeira, D.,Calhau, C. (2014). Estrogen Signaling in Metabolic
Inflammation. Mediators of Inflammation. DOI:10.1155/2014/615917.

Negi S, Kharshiing EV, Sharma R. (2011). NO way: Is nitric oxide level in tomato
regulated by a mammalian IKK/NFkB-like signaling pathway? Plant Signal Behav; 6:
1049-52.

Neugarten, J., Ding  ,Q., Friedman, A, Lei, J., Silbiger, S.  (1997).  Sex
hormones and renal nitric oxide synthases. J Am Soc Nephrol. 8(8):1240-6.

Panis, C., Herrera, A.C., Victorino, V.J., Campos, F.C., Freitas, L.F., De Rossi ,T., Colado
Simédo, A.N., Cecchini, A.L., Cecchini R (2012). Oxidative stress and hematological
profiles of advanced breast cancer patients subjected to paclitaxel or doxorubicin
chemotherapy. Breast Cancer Res Treat. 133(1), 89-97.

Quines, C.B., Rosa, S.G., Velasquez, D., Prado, V.C., Neto, J.S.S, Nogueira, C.W. (2018).
(p-CIPhSe)2 stabilizes metabolic function in a rat model of neuroendocrine obesity
induced by monosodium glutamate. Food and Chemical Toxicology. 118:168-180.

Radomski, M.W., Palmer, R.M., Moncada, S. (1990). Glucocorticoids inhibit the
expression of an inducible, but not the constitutive, nitric oxide synthase in vascular


https://doi.org/10.1056/NEJM199312303292706
https://doi.org/10.1155/2014/615917
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neugarten%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9259350
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ding%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9259350
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Friedman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9259350
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lei%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9259350
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silbiger%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9259350
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sex+Hormones+and+Renal+Nitric+Oxide+Synthases+NEUGARTEN

88

endothelial cells. Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA. 87:.10043-
10047.

Rasia, J., Berlezi, E.M., Bigolin, S.E., Schneider, R.H. (2007). A relacdo do sobrepeso e
obesidade com desconfortos musculoesqueléticos de mulheres p6s-menopausa. Revista
Brasileira de Ciéncias do Envelhecimento Humano. 4: (1), 28-38.
http://dx.doi.org/10.5335/rbceh.2012.114.

Rastovi¢, M., Srdi¢-Gali¢, B., Barak, O., Stoki¢, E. (2016). Association between
anthropometric measures of regional fat and heart variability in obese women. Nutr Diet.
Feb;74(1):51-60. doi: 10.1111/1747-0080.12280.

Reckelhoff, J.F., Romero, D.G., Cardozo, L.L.Y. (2019). Sex, Oxidative Stress, and
Hypertension: Insights From Animal Models. Physiology 34: 178-188.

Rique A.B.R., Soares E.A., Meirelles C.M. (2002). Nutricdo e exercicio na prevencao e
controle das doengas cardiovasculares. Rev Bras Med Esporte. 8 (6), 244-254.

Rogero, M.M., Calder, P.C. (2018). Obesity, Inflammation, Toll-Like Receptor 4 and Fatty
Acids. Nutrients. 10(4), 432; doi:10.3390/nu10040432.

Sagae, S.C., Grassiolli, S., Raineki, C., Balbo, S.L., Marques da Silva, A.C. (2011).
Sex differences in brain cholinergic activity in MSG-obese rats submitted to exercise. Can
J Physiol Pharmacol. 89(11):845-53.

Sanchez-Barajas, M., Figueroa-Vega, N., Ibarra-Reynoso, L.del R., Moreno-Frias,
C., Malacara, J.M. (2015). Influence of heart rate variability and psychosocial factors on
carotid stiffness, elasticity and impedance at menopause. Arch Med Res. 46(2):118-26.
https://doi.org/10.1016/j.arcmed.2015.02.006.

Sansbury, B.E., Hill, B.G. (2014). Regulation of obesity and insulin resistance by nitric
oxide. Free Radic Biol Med. doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2014.05.016.

Shen W, Ochoa M, Xu X,Wang J,Hintze TH. (1994). Role of EDRF/NO
in parasympathetic coronary vasodilation following carotid chemoreflex activation in
conscious dogs. Am J Physiol. 267(2 Pt 2):H605-13.

Sivasinprasasn, S., Sa-nguanmoo, P., Pratchayasakul, W., Kumfu, S., Chattipakorn, S.C.,
Chattipakorn, N. (2015). Obese-insulin resistance accelerates and aggravates
cardiometabolic disorders and cardiac mitochondrial dysfunction in estrogen-deprived
female rats. American Aging Association. 37 (28): 1-11.

Stevenson, J.C., Tsiligiannis, S. Panay, N. (2018). Cardiovascular risk in perimenopausal
women. Curr Vasc Pharmacol. DOI: 10.2174/1570161116666181002145340.

Vanderlei, L.C.M., Pastre, C.M., Hoshi, R.A., de Carvalho,T.D., de Godoy, M.F. (2009).
Noc0Oes basicas de variabilidade da frequéncia cardiaca e sua aplicabilidade clinica. Rev
Bras  Cir  Cardiovasc. 24 (2) . 205-217  http://dx.doi.org/10.1590/S0102-
76382009000200018.


http://dx.doi.org/10.5335/rbceh.2012.114
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rastovi%C4%87%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28731559
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Srdi%C4%87-Gali%C4%87%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28731559
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barak%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28731559
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stoki%C4%87%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28731559
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Association+between+anthropometric+measures+of+regional+fat+mass+and+heart+rate+variability+in+obese+women
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rogero%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29601492
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Calder%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29601492
https://doi.org/10.3390/nu10040432
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%C3%A1nchez-Barajas%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25747966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Figueroa-Vega%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25747966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ibarra-Reynoso%20Ldel%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25747966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreno-Fr%C3%ADas%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25747966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreno-Fr%C3%ADas%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25747966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malacara%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25747966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=influence+of+heart+variability+sanchez-barajas
https://doi.org/10.1016/j.arcmed.2015.02.006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7915084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ochoa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7915084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7915084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7915084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hintze%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7915084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7915084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stevenson%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30280667
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsiligiannis%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30280667
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Panay%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30280667
https://doi.org/10.2174/1570161116666181002145340

89

Xing, D., Oparil, S.Yu, H., Gong, K., Feng, W., Black, J., Chen, Y-F, Nozell, S. (2012).
Estrogen Modulates NFkB Signaling by Enhancing [kBa Levels and Blocking p65 Binding
at the Promoters of Inflammatory Genes via Estrogen Receptor-B. Plos one. 7(6): 1-10.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0036890.

Yamatani, H., Takahashi, K., Nagase, S. (2015). [Sex hormones and physiological
function]. Nihon Rinsho. 73(4):565-70.

Zago A.S e Zanesco A. (2006). Oxido Nitrico, Doencas Cardiovasculares e Exercicio
Fisico. Arq Bras Cardiol. 87(6) : e264-e270.

Zhang, Y., Liu, B., Zhao, B., Zhang, S., Yu, X., Li, Y.(2019). The Influence of Sex on
Cardiac Physiology and Cardiovascular Diseases. Journal of Cardiovascular Translational
Research. https://doi.org/10.1007/s12265-019-09898-x.

Zhao, Z., Wang, H., Jessup, J.A., Lindsey, S.H., Chappell, M.C., Groban, L. (2014).

Role of estrogen in diastolic dysfunction. Am J Physiol Heart Circ Physiol.
1;306(5):H628-40. doi: 10.1152/ajpheart.00859.2013.

ANEXO — Comité de Etica


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0036890
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamatani%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25936142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25936142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagase%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25936142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%5BSex%C2%A0hormones%C2%A0and%C2%A0physiological%C2%A0function%5D.+Yamatan
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24414072

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 164/2016 Londrina, 01 de Agosto de 2016.

Prezada Pesquisadora,

Certificamos que o projeto intitulado “Efeitos do tratamento com inibidor da iNOS ou
com antioxidante sobre parametros cardiovasculares, autonémicos, inflamatérios e oxidativos
em ratas obesas e ovariectomizadas"”, protocolo CEUA n* 14158.2016.97, sob a responsabilidade
de Marli Cardoso Pinge, que envolve a produgao, manutengdo elou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino), encontra-se de acordo com 0S preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentag&o Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em reunido realizada em 26/07/2016.

O objetivo do projeto € investigar participacdo do Oxido nitrico da iNOS e terapia
antioxidante em parametros cardiovasculares, autonémicos inflamatérios e oxidativos em ratas
ovariectomizadas ndo anestesiadas e obesas. Sera realizada cirurgia de ovariectomia ou falsa
ovariectomia sob anestesia de Tribromoetanol (250 mg/kg, i.p.). Ao final da ovariectomia sera
administrado uma dose tnica (30.000 Ul) de pentabiotico veterinario e dose Unica de Paracetamol 1,5
mg/100g de rata. Apds 4 semanas da ovariectomia 0s animais receberao tratamento com inibidor da
iINOS o S-methyl-isothiourea (SMT) 50 mg/kg i.p. ou salina fisiologica (veiculo) por 4 semanas. Apos 4
semanas da ovariectomia e da falsa ovariectomia, todos 0s grupos de animais, receberao o
tratamento com vitamina C 50mg/kg ou veiculo (agua destilada) administrados oralmente por
gavagem durante 21 dias. Apos 0 registro cardiovascular nos animais acordados, estes serdo
submetidos & coleta de sangue pelo cateter arterial e heparinizado. Apos a retirada do sangue 0s
animais serdo sedados com uma dose tiopental sodico, 50 mg/kg seguido de deslocamento cervical.
Gl 3.

Vigéncia do Projeto 01/10/2015 a 28/02/2019
Especie/linhagem Rato heterogénico / Wistar
N° de animais 240 fémeas provenientes do cruzamento de 30 machos, 90 fémeas
Peso/ldade 200-250 g / 3 meses
Sexo Machos e Fémeas
Origem Biotério Central / UEL
Amostras a serem coletadas | Coracao, rins, cérebro e vasos sanguineos

~ Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental

aisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria. Sem

ve-se submeter o novo protocolo a apreciacao da CEUA/UEL anteriormente a execugao
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