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RESUMO:

O hipotalamo dorsomedial (DMH) est4d envolvido na mediacdo das respostas
funcionais durante o estresse (e.g.: nas altera¢fes cardiovasculares em ratos submetidos ao
estresse por jato de ar ou isolamento social). Estudos sugerem que ratos alimentados com
uma dieta hiperlipidica (DH) apresentam uma resposta exagerada em condi¢fes de estresse
e que este, assim como a obesidade apresenta forte associagdo com doencas
cardiovasculares. O objetivo do nosso estudo foi avaliar a influéncia da obesidade induzida
pela DH nas respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse agudo em ratos Wistar. Para
tal, 78 ratos (100+£10g) foram alojados coletivamente (no maximo 3 ratos dentro de uma
caixa de 41x34x17cm) ou individualmente (1 rato dentro de uma caixa de 30x19x13 cm) e
alimentados, por 9 semanas, com dieta controle (Nuvilab®) ou DH contendo 11% e 45%
Kcal/g de lipidio, respectivamente. Em seguida, os ratos foram submetidos ao implante
bilateral ou unilateral de canulas guia no DMH para microinjecdo de muscimol (agonista
GABAA;100pmol/100nL e veiculo;100nL) seguido por estresse por jato de ar (15 min), ou
de bicuculina (antagonista GABAA;10pmol/100nL e veiculo;100nL). Implante de cateter
na artéria femoral foi realizado para aquisicao dos valores de pressao arterial média (PAM)
e de frequéncia cardiaca (FC). Nossos resultados mostraram que a DH foi eficiente em
induzir obesidade dietética - comprovada pelo aumento do peso corporal, indice de Lee e
indice de adiposidade - a qual aumentou os niveis de PAM e FC basais nos grupos
coletivos. A obesidade potencializou as respostas cardiovasculares: respostas pressoras e
taquicérdica quando comparadas com o grupo controle. Além disso, a microinjecdo de
muscimol reduziu ambas respostas nos grupos dieta, porém foi menos eficaz em reduzir a
PAM no grupo obeso. Ao final do estresse, no periodo de recuperacdo, 0 grupo obeso
desmonstrou-se menos responsivo ao muscimol (ndo reduziu PAM e FC). Ja , tanto no
grupo obeso individual quanto no controle individual, a microinjecdo de muscimol nédo
reduziu a PAM durante todo o periodo de estresse, porém, surpreendentemente, aumentou
a resposta de FC ao estresse no grupo obeso. A microinjecdo de bicuculina no DMH
induziu aumento da PAM e FC em ambos os grupos. Contudo, a obesidade alterou a
resposta taquicardica a bicuculina evidenciada por sua curta duragdo. Esses dados sugerem
que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica em ratos alterou PAM e FC basais e
evocadas pelo estresse agudo, provavelmente, pela ineficiéncia da inibicdo sinaptica

mediada pelo receptor GABAA sobressaindo a ativagao sinaptica excitatoria.

XVil



ABSTRACT:

The dorsomedial hypothalamus is involved in the integration of the physiological
responses during stress (i.e. cardiovascular changes observed in rats submitted to air jet or
social isolation). Studies have suggested that rats fed a high fat diet (DH) present an
exaggerated response to stress conditions, which, like obesity, show a high correlation with
cardiovascular diseases. The aim of this study was to evaluate the influence of obesity,
induced by a high fat diet, on the cardiovascular responses induced by acute stress in
Wistar rats. For that, 78 rats (100+£10g) were housed either, in grouped (maximum of 3 rats
per cage 41x34x71cm) or individual cages (one rat per cage 30x19x13cm), and fed, for 9
weeks, a control diet (Nuvilab®) or a DH, containing 11% or 45% Kcal/g from lipids,
respectively. Subsequently, bilateral or unilateral guide cannulas were implanted into the
DMH, for the microinjection of muscimol (GABAA agonist: 100pmol/100nL) followed by
air jet stress (15 min), or biccuculine (GABAA antagonist: 10pmol/100nL) respectively.
Femoral arterial catheters were implanted for the acquisition of mean arterial pressure
(MAP) and heart rate (HR). Our results showed that the DH induced nutritional obesity-
established by the increased body weight, Lee index and adiposity index-, which led to
increases in baseline levels of MAP and HR in the grouped housed group. Obesity
potentiated the stress responsiveness, evidenced by the larger changes in the MAP and HR,
when compared with the control group. Moreover, the muscimol microinjection reduced
the increases in HR an MAP in both groups, however, induced a smaller reduction in MAP
in the obese group. At the end of the stress procedure, the obese rats showed less
responsiveness to muscimol (did not induced a reduction in PAM and HR). On the other
hand, when housed individually, the microinjection of muscimol did not affect the MAP
response during the whole stress period, however, surprisingly, it increased the HR
response to stress in the obese group. Microinjection of biccuculine into DMH induced
increases in MAP and HR in both groups. Nevertheless, obesity changed the tachycardic
response to biccuculine, which is indicated by the short duration of this response. These
results suggest that in a rat model of diet-induced obesity changed as basal MAP and HR
as evoked by stress, probably, by inefficiency of synaptic inhibition mediated by GABAA

protruding the excitatory synaptic activation.
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1- INTRODUCAO

1.1 - Estresse emocional

Segundo Cannon (1929), a homeostase resultante de processos fisioldgicos
coordenados. Além disso, ele foi o primeiro a sugerir que o sistema nervoso autbnomo
simpatico seria o responsavel pela restauracdo da homeostase, apds sua perturbacdo por
algum estimulo estressante (Cannon, 1929).

Apesar do conceito de estresse estar implicito na descricdo feita por Cannon, esse
s foi introduzido e popularizado anos depois por Hans Selye (Selye, 1936). Selye propde
a teoria da sindrome da adaptacéo geral, popularmente conhecida como estresse. A palavra
estresse remete ao esforco da adaptacdo do organismo para enfrentar situacdes que sao
consideradas ameacadoras a sua vida e ao seu equilibrio interno.

A despeito de o estresse ser amplamente reconhecido como mecanismo necessario
para aumentar a chance de sobrevivéncia dos mamiferos (incluindo o Homem) (Clark,
Rager et al., 1997), sabe-se que nas ultimas décadas, a expressiva mudanca em todos 0s
niveis da sociedade passou a exigir do ser humano uma grande capacidade de adaptacao
fisica, mental e social. Estdo incluidos nesta mudanca, os acontecimentos diarios de menor
impacto, tais como esperar em filas, barulhos, engarrafamentos que, também sao
considerados causadores de estresse. Esses acontecimentos diarios, quando se manifestam
de uma forma frequente, podem gerar respostas psicoldgicas e fisiologicas mais intensas
do que os eventos de vida estressores (Margis, Picon et al., 2003).

Dessa maneira, a exposi¢cdo crbnica a estimulos estressantes é fator determinante
para 0 aparecimento de doencas em diversos sistemas. Em relagdo ao sistema
cardiovascular, essas situacOes de estresse cronico podem resultar em vérios estados
patoldgicos, como hipertensao arterial sistémica, arritmias cardiacas e infarto do miocardio
(Amiragova, 1985; Leor, Poole et al., 1996; Dimicco, Samuels et al., 2002). Estudos em
ratos corroboram a essas observagdes, demonstrando, por exemplo, que a ativacdo repetida
do sistema cardiovascular devido ao estresse produz hipertensdo arterial sistémica
sustentada (Folkow, 1982).

Em resposta ao estresse emocional (ou ambiental), o sistema nervoso central de
mamiferos produz respostas de defesa caracterizadas por um padrdo integrado de
alteracOes endocrinas, autonémicas e comportamentais. Essas respostas envolvem aumento
da concentracdo plasmatica do hormdnio adenocorticotropico (ACTH), da pressédo arterial

(PA), da frequéncia cardiaca (FC), da temperatura do tecido adiposo marrom e da

1



temperatura corporal (Tco) (Stotz-Potter, Morin et al., 1996; Stotz-Potter, Willis et al.,
1996; De Menezes, Zaretsky et al., 2008; Ootsuka, Blessing et al., 2008). Essas alteracdes
sdo acompanhadas por comportamentos defensivos que incluem fuga, congelamento,
ataque defensivo e avaliacdo de risco (Blanchard e Blanchard, 1989a; b). Essa estratégia
favoreceu os mamiferos a confrontarem situagdes de risco na natureza.

De acordo com a hipotese da reatividade, respostas fisiol6gicas (i.e. como as
citadas acima) exageradas e persistentes, as situacdes de estresse emocional podem ser
marcadores de individuos ou subgrupos com risco aumentado para doencas
cardiovasculares (Lovallo e Gerin, 2003). Mesmo que as causas dessas diferencas
individuais ainda sejam pouco entendidas, a possibilidade de que o estresse prolongado
cause mudangas permanentes em grupos neuronais no sistema nervoso central, e
consequentemente, resulte em aumento da reatividade simpéatica ou mesmo desbalango
autondémico, é grande.

Para entender os mecanismos pelos quais ocorrem essas diferencas individuais, é
fundamental, a identificacdo dos nucleos e vias cerebrais envolvidas nas respostas ao
estresse emocional. Estas respostas, produzidas por diferentes tipos de estresse em ratos,
resultam da ativacdo de circuitos centrais especificos que sdo genética e constitutivamente
programados e constantemente modulados por fatores ambientais (Pacak e Palkovits,
2001).

Estudos indicam que o hipotdlamo é uma regido importante na integracdo das
respostas autondmicas/endocrinas (Bernardis e Bellinger, 1998) e comportamentais ao
estresse emocional. Varios nicleos e sub-regies hipotalamicas tém sido apontados como
mediadores da resposta fisiologica ao estresse. Na Ultima década, foi sugerido o
envolvimento do hipotalamo dorsomedial (DMH) na mediacgdo das respostas funcionais ao
estresse (Dimicco, Samuels et al., 2002). O DMH parece estar diretamente envolvido na
resposta cardiovascular ao estresse emocional, sua ativacdo provoca mudancas
comportamentais e enddcrinas semelhantes aquelas evocadas em situacdes de estresse

emocional agudo (Dimicco, Stotz-Potter et al., 1996).



1.2 - Hipotalamo Dorsomedial e Estresse Emocional

H& um grande nimero de evidéncias da participacdo de neurbnios da regido do
DMH séo essenciais para a integracdo das respostas fisioldgicas cardiovasculares (Stotz-
Potter, Willis et al., 1996) e neuroenddcrina (Bailey e Dimicco, 2001) e comportamentais
presentes durante o estresse emocional em ratos (Dimicco, Samuels et al., 2002).

O DMH esta localizado adjacente ao terceiro ventriculo, caudal ao nucleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN), dorsal ao nucleo ventromedial (VMH) e ventral a
zona incerta. Suas bordas laterais e caudais sdo pouco distintas. Lateralmente, ele é
circundado pela regido perifornical da area hipotalamica lateral, com os limites de seu polo
caudal terminando no nucleo periventricular posterior (Fontes, Menezes et al., 2006)
(Figura 1). Ele é subdividido em duas porc¢des distintas: uma difusa e uma compacta
(Paxinos e Watson, 2007), sendo esta ultima claramente delimitada no polo posterior do
DMH. Estudos indicam que a por¢do compacta do DMH seria a estrutura mais responsiva
do mesmo a microinjecdo de aminodcidos excitatorios (De Novellis, Stotz-Potter et al.,
1995) ou de antagonistas do receptor do &cido gama aminobutirico A (GABA,) (Fontes,
Menezes et al., 2006).

Niicleo paraventricular

Hipotalamo posterior

Niicleo anterior

Nicleo lateral

Niicleo dorsomedial

Nicleo ventromedial

Figura 1: Diagrama de corte sagital do cérebro humano mostrando os principais nucleos hipotalamicos
(Fontes et al., 2006).

A estimulacdo do DMH através de microinjecdo de farmacos antagonistas do
receptor GABA,A, como a bicuculina metiodide — BMI, resulta em alteracGes
cardiovasculares e comportamentais similares aquelas observadas durante o estresse:
aumento significativo da FC, aumento da atividade simpética do nervo renal e cardiaco e
elevacdo da PA (Shekhar e Dimicco, 1987; Shekhar, Hingtgen et al., 1987; Shekhar, 1993;



Shekhar e Katner, 1995; Fontes et al, 2001; Da Silva, De Menezes et al., 2003; Da Silva,
Menezes et al., 2006; De Menezes, Zaretsky et al., 2006).

Por outro lado, estudos demonstraram que a microinjecdo do inibidor neuronal
muscimol (agonista do receptor GABAA,) reduz as respostas cardiovasculares (taquicardia
e hipertensdo) produzidas durante o estresse (Soltis e Dimicco, 1992; Stotz-Potter, Morin
et al., 1996; Stotz-Potter, Willis et al., 1996; Dimicco, Samuels et al., 2002). Animais que
receberam microinjecdo de muscimol no DMH e foram, posteriormente, submetidos ao
estresse por jato de ar apresentaram atenuacao da resposta pressora e taquicardica em 68 e
85% respectivamente. A mesma microinjecdo na area intermediaria entre 0 DMH e PVN
atenuou a resposta pressora e taquicardica em 52 e 46% respectivamente. Estes resultados
implicam a ativacdo neural do DMH na geracdo das mudancas cardiovasculares

observadas no estresse agudo (Stotz-Potter, Morin et al., 1996).

1.3 - Isolamento Social e Estresse

Estudos mostram que a exposi¢cdo de mamiferos, no inicio da vida, a adversidade,
como a separacdo da mae ou o isolamento social de membros da mesma espécie, afeta
negativamente o desenvolvimento do cérebro e o comportamento adulto (Harlow,
Dodsworth et al., 1965; Heim, Plotsky et al., 2004; Rapoport, Addington et al., 2005).

A criacdo de roedores em isolamento social desde o desmame, a priva-los do jogo
social, produz uma grande variedade de alteracdes comportamentais de longa duragdo em
comparagdo com o0 grupo controle alojados socialmente, apresentando niveis elevados de
contato com objetos em um campo aberto e apresentarem-se mais lentos ao surgirem a
partir de um pequeno compartimento em um ambiente desconhecido (Einon e Morgan,
1977; Heidbreder, Weiss et al., 2000; Lapiz, Fulford et al., 2003). Coletivamente as
alteracbes comportamentais observadas sdo consitentes com a proposta de que ratos
criados em isolamento social sdo incapazes de processar adequadamente estimulos
ambientais, uma vez que séo significativamente mais ativos em um novo ambiente do que
0s ratos alojados socialmente (Fone e Porkess, 2008).

Experimentos iniciais realizados em ratos criados em isolamento social relatam que
0S Mesmos apresentam-se excessivamente reativos ao manuseio, emocionalmente e
ansiosos (Hatch, Wiberg et al., 1965; Koch e Arnold, 1972; Morgan, 1973; Sahakian,
Robbins et al., 1977) o que conduziu a descrigdo da “sindrome de estresse induzido por
isolamento (Valzelli, 1973; Holson, Scallet et al., 1991).



1.4 - Obesidade

Os estudos envolvendo a obesidade tém-se intensificado nos ultimos anos, em
funcdo da presenca cada vez maior de individuos portadores dessa doencga, que ganha
contornos de epidemia mundial. O numero de individuos adultos com sobrepeso vem
crescendo mundialmente e ja representava em 2008 um bilhdo e meio de pessoas, desta
populagéo mais de 30% (200 milhdes de homens e quase 300 milhdes de mulheres) foram
consideradas como obesas (World Health Organization, 2011).

No Brasil, segundo a POF 2008-09 o excesso de peso, por sua vez, atingiu cerca de
metade dos homens e das mulheres, excedendo em 28 vezes a frequéncia do déficit de peso
no caso masculino e em 13 vezes no feminino. Em criangas entre 5 e 9 anos de idade e
entre adolescentes, a frequéncia do excesso de peso, que vinha aumentando modestamente
até o final da década de 1980, praticamente triplica nos ultimos 20 anos, alcancando entre
um quinto e um terco dos jovens (Instituto Brasileiro De Geografia E Estatistica, 2010).

A obesidade € uma doenca metabdlica, caracterizada pelo ganho de peso excessivo,
pelo aumento do tecido adiposo, por modificagdes no metabolismo dos carboidratos e
lipideos, e pelo surgimento da resisténcia insulinica e da disfuncdo autonémica (Kaufman,
Peterson et al., 1991; Beske, Alvarez et al., 2002; Fantuzzi, 2005).

A acumulacao excessiva de tecido adiposo deriva de um aporte cal6rico excessivo e
cronico de alimentos ricos em gordura, sal e agucares, mas baixo em vitaminas minerais e
outros micronutrientes (World Health Organization, 2011) em relacdo ao gasto energético
(metabolismo basal, efeito termogénico e atividade fisica). Nessa acumulacdo intervém
tanto os fatores sociologicos, as alteracbes metabdlicas e neuroenddcrinas, 0s componentes
hereditarios, como o estilo de vida e os habitos alimentares (Martinez e Fruhbeck, 1996;
Marques-Lopes, Ansorena et al., 2001; Corbalan, Marti et al., 2002). A obesidade ainda
apresenta uma forte associacdo com inimeras doencas cronicas, tais como dislipidemia,
intolerdncia a glicose, diabetes, aterosclerose, hipertensdo e outras doencas
cardiovasculares (Beske, Alvarez et al., 2002). Pelo menos 2,8 milhdes de pessoas morrem
a cada ano no mundo, como resultado de excesso de peso ou obesidade (World Health
Organization, 2011).



1.5 - Obesidade Induzida por Dieta Hiperlipidica

Véarios modelos experimentais de obesidade foram desenvolvidos com o intuito de
auxiliar na compreensdo da fisiopatologia da obesidade. Dietas hipercal6ricas tém sido
comumente utilizadas em ensaios experimentais de obesidade, objetivando mimetizar
efeitos organicos associados a adiposidade (Boustany, Brown et al., 2005; Du Toit,
Nabben et al., 2005; Carroll, Zenebe et al., 2006).

Em geral, o aumento da epidemia humana de obesidade é decorrente de
modificacbes do estilo de vida, sobretudo em relacdo aos hébitos nutricionais, com
elevacdo do consumo de dietas ricas em gordura aliada ao sedentarismo (Schrauwen e
Westerterp, 2000; Feoli, Roehrig et al., 2003). Neste sentido, a promocéo de obesidade em
roedores a partir de dietas hiperlipidicas (DH) almeja reproduzir o comportamento
nutricional humano (Diniz, Burneiko et al., 2008). Além disso, tem sido demonstrado que
as perturbacdes originadas por uma alimentacdo com alto teor de gordura em ratos se
assemelham as perturbacGes metabdlicas observadas em humanos (Woods, Seeley et al.,
2003).

Em 1949, a obesidade foi induzida pela dieta pela primeira vez em ratos
alimentados com uma dieta palatavel semi-liquida (Ingle, 1949). Entdo, em 1953, Fenton e
Dowling utilizando dieta rica em gorduras, com 50% de gordura da energia total, em
camundongos recém-desmamados para induzir obesidade, chamada de obesidade
nutricional (Fenton e Dowling, 1953), mas o modelo foi mais tarde rebatizado de
obesidade dietética (Sclafani e Springer, 1976).

Normalmente dietas ricas em gorduras sdo utilizadas dentro de um intervalo de 30-
78% do consumo de energia total utilizados - quer por adicdo de uma gordura em
particular a dieta do animal, quer utilizando uma variedade de alimentos de supermercados
ricos em gordura e agucar - para o estudo da obesidade em ratos (Mickelsen, Takahashi et
al., 1955; Ellis, Lake et al., 2002; Ghibaudi, Cook et al., 2002). A utilizag&o de dietas ricas
em carboidratos e pobres em gorduras néo foi tdo eficiente quanto a dietas indutoras de
obesidade com alto teor de gordura e pobres em carboidratos (Harrold, Williams et al.,
2000; Ellis, Lake et al., 2002; Ghibaudi, Cook et al., 2002).

Poucos estudos estabeleceram associagdes, ainda que inconsistentes, entre os perfis
nutricional e cardiovascular em ratos normotensos sob DH (Du Toit, Nabben et al., 2005;
Ricci, Smallwood et al., 2006). Estudos que ndo avaliaram a funcéo cardiaca reportaram

dislipidemia, alteracdes glicémicas, hiperinsulinemia e hipertrofia cardiaca (Akiyama,



Tachibana et al., 1996; Naderali, Fatani et al., 2004). Du Toit et al. (2005) verificaram
aumento da pressdo arterial, hipertrofia e disfuncdo miocardica pos-isquémica, com
modificacdes glicémicas, lipidémicas e manutencdo da insulinemia (Du Toit, Nabben et
al., 2005). Outros pesquisadores, embora denotassem dislipidemia, ndo detectaram efeitos
glicémicos, hemodinamicos (Girard, Madani et al., 2005; Carroll, Zenebe et al., 2006) e
remodelagem cardiaca (Carroll, Zenebe et al., 2006; Ricci, Smallwood et al., 2006).
Wilson et al. (2007), conquanto ndo constatassem desordens nutricionais, relataram
disfuncéo cardiaca progressiva (Wilson, Tran et al., 2007). Diante dessas controvérsias, a
influéncia de DH sobre o perfil nutricional e cardiovascular de ratos normotensos ndo esta

plenamente esclarecida (Oliveira Junior, Oloshi et al., 2009).

1.6 - Hipotalamo Dorsomedial e Metabolismo

O DMH esta envolvido com uma variedade de mecanismos regulatérios que
incluem desde a modulagdo da secrecdo de hormdnios, controle da temperatura corporal, e
ainda, evidéncias sugerem sua participacdo na homeostase energética (Bernardis e
Bellinger, 1987; 1998; Bellinger e Bernardis, 2002; Dimicco, Samuels et al., 2002). Este
nacleo recebe projecbes de areas do hipotdlamo e tronco encefalico sabidamente
relacionadas com o comportamento alimentar e, quando lesionadas, resultam em hipofagia
(Berthoud, 2002).

Sistemas de sinalizacdo de peptideos hipotalamicos desempenham papéis
importantes no controle do balanco energético. O neuropeptideo Y (NPY) é um potente
peptideo orexigeno do hipotdlamo. A administracdo central do NPY provoca o aumento
consideraveis na ingestdo de alimentos e no peso corporal e, com a administracao crénica,
podem eventualmente produzir obesidade (Clark, Kalra et al., 1984; Levine e Morley,
1984; Stanley, Chin et al., 1985; Stanley, Kyrkouli et al., 1986; Zarjevski, Cusin et al.,
1993). Embora a imunorreatividade do NPY seja amplamente distribuida por todo o
hipotalamo (Chronwall, Dimaggio et al., 1985; Gray e Morley, 1986), em hibridacéo
histoquimica in situ revelou que os neurdnios que expressam NPY sdo principalmente
localizados no nucleo arqueado (ARC) e no DMH (B, Robinson et al., 2003).

Estudos tem mostrado que a expressio do gene Npy € induzida ou
significativamente elevada no DMH de ratos, e tem sido encontrada em varios modelos de
obesidade em roedores: ratos com obesidade induzida por dieta (Guan, Yu et al., 1998),

ratos com obesidade devido a deficiéncia de tecido adiposo marron (TAM) (Tritos,



Elmquist et al., 1998), bem como, os ratos OLETF (Ootsuka, Blessing et al., 2008) um
modelo poligénico de obesidade (Bi, Ladenheim et al., 2001).

Lesdes eletroliticas no DMH sdo capazes de interromper a comportamento
alimentar em uma extensao significativa, porém, menor do que lesdes na VMH (Bernardis
e Bellinger, 1987). Como em outros sitios hipotalamicos, microinjec¢do de varios sinais
orexigenos no DMH induziu ingestdo alimentar (Grandison e Guidotti, 1977; Kelly e
Grossman, 1980; Stanley, Chin et al., 1985; Kyrkouli, Stanley et al., 1990). O papel crucial
dos neur6nios no DMH foi indicado pela observacdo de que a inibicdo da ingestdo
induzida pela inibicdo de NPY por leptina aumentava c-Fos (proto oncogene de ativacéo
imediata que atua como um marcador de ativacdo neuronal) no DMH, o produto de
proteina do proto oncogene e um marcador de ativacdo neuronal (EImquist, Ahima et al.,
1997; Yokosuka, Xu et al., 1998). Estes resultados sugerem que o local de interacdo NPY
e leptina pode residir na DMH e pode representar um componente do circuito envolvido
em qualquer atenuagdo ou inibicdo de alimentacdo pela leptina (Yokosuka, Xu et al.,
1998).

Uma vez que existem vias de NPY que se progetam a aparitr do ARC para o DMH
(Bai, Yamano et al., 1985), é altamente provavel que o NPY liberado neste nicleo
participa na estimulacdo da alimentacdo. No entanto, os niveis de NPY no DMN, ao
contrario do que visto no PVN e ARC, ndo foram elevados, em resposta a jejum (Sahu,
Kalra et al., 1998). Outra descoberta relevante € que, embora apenas uns poucos neurdnios
normalmente expressam NPY no DMN (Chan, Steiner et al., 1996; Kamegai, Minami et
al., 1996), a expressdo do gene de NPY foi severamente aumentada no DMN em
associacdo com hiperfagia induzida pela ruptura da sinalizag&o neurais no VMH (Pu, Dube

et al., 1998) e em um modelo genético de obesidade (Kalra, Dube et al., 1999).

1.7 - Obesidade versus Estresse Emocional

Embora a preocupacao com o alarmante crescimento do nimero de individuos com
obesidade e em situacdes de estresse emocional seja recorrente na atualidade, poucos
estudos abordam essa interface.

A literatura relata que, na presenca de obesidade associada, as respostas fisiologicas
e comportamentais ao estresse podem estar aumentadas, reduzidas, ou mesmo inalteradas
quando comparadas as respostas na auséncia desta condi¢do (Levin et al., 2000; Harris e
Legendre, 2006; Benson et al., 2009).



Estudos tém sugerido que as variagcdes na composi¢cdo de macronutrientes de uma
dieta pode afetar a resposta neuroenddcrina ao estresse (Pascoe, Smythe et al., 1991;
Tannenbaum, Brindley et al., 1997; Kamara, Eskay et al., 1998). Harris e Legendre,
demonstraram uma resposta exagerada ao estresse em ratos alimentados com uma DH em
comparagdo com aqueles alimentados com dieta de baixo teor de gorduras (Harris e
Legendre, 2006). Tannenbaum et al. relataram que ratos alimentados com uma dieta de
40% de gordura kcal por 7 ou 21 dias tinham niveis basais elevados de corticosterona,
aumento da liberacdo de ACTH durante o estresse, e uma recuperacdo diminuida da
liberacdo de corticosterona apds 20 min de estresse por contencdo (Tannenbaum, Brindley
et al., 1997). Outros relataram que ratos alimentados com uma DH mostraram um aumento
concentragdes circulantes de corticosterona e dos niveis catecolaminas hipotalamicas apés
um estresse de natacdo (Pascoe, Smythe et al., 1991; Harris e Legendre, 2006). Com
excecdo de alguns estudos, poucos sdo os dados abordando possiveis efeitos da obesidade
sobre as respostas cardiovasculares ao estresse. Dentre estes efeitos foram descritos:
recuperacdo tardia da frequéncia cardiaca e da pressao diastélica pos-estresse em mulheres
obesas (Benson, Arck et al., 2009) e ratos espontaneamente hipertensos (Sedova, Berube et
al., 2004); e aumento da atividade do nervo simpatico muscular e da resisténcia vascular
durante o estresse mental em individuos obesos (Kuniyoshi, Trombetta et al., 2003). Estes
resultados sugerem que a obesidade pode alterar significativamente o impacto de
experiéncias estressogénicas sobre o sistema cardiovascular. Entretanto, 0s mecanismos
centrais envolvidos nestas duas condi¢es permanecem por ser elucidados.

Portanto, a integracdo entre a obesidade e o estresse emocional deve ser estudada
com o intuito de correlaciona-las como fator de risco potencializado. Espera-se com esse
estudo compreender as alteragcbes induzidas pela obesidade, na reatividade neuronal

durante o estresse, nos neurdnios do DMH.



2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral:

Avaliar a influéncia da obesidade induzida pela dieta hiperlipidica nas respostas

cardiovasculares evocadas pelo estresse emocional em ratos Wistar.

2.2 - Objetivos Especificos:

e Auvaliar a eficacia da dieta hiperlipidica na inducao da obesidade em ratos alojados com
ou sem isolamento social quanto ao ganho de peso, ingestdo caldrica, distribuicdo de
tecidos adiposos e em nivel de dosagens bioquimicas séricas: glicemia, colesterol total e
triacilglicerdis.

e Comparar a resposta cardiovascular ao estresse em ratos controle e obesos.

e Auvaliar o efeito da inibicdo quimica do DMH sobre as alteragdes de pressdo arterial
(PA) e frequéncia cardiaca (FC), produzidas pelo estresse de jato de ar, em animais
controles e obesos criados coletivamente, e em animais controles e obesos criados
individualmente.

e Auvaliar os efeitos produzidos pela desinibicdo quimica do DMH, sobre a PA e FC no

grupo de animais coletivos (controles e obesos).

10



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Modelo Animal

Neste trabalho utilizamos 79 ratos Wistar, recém-desmamados, com
aproximadamente 100+10g, gentilmente cedidos pelo Centro de Ciéncias Animal da
Universidade Federal de Ouro Preto - CCA UFOP. Parte dos animais foram alojados
coletivamente em gaiolas coletivas com dimensfes de 41x34x17cm (maximo 3
animais/caixa) e outra parte alojados individualmente em gaiolas individuais de
30x19x13cm durante todo protocolo dietético. Nesse periodo, os animais foram mantidos
na sala de Experimentacdo | do CCA UFOP e, posteriormente, foram encaminhados para o
biotério de manutencdo, anexo ao Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular, para serem
submetidos aos procedimentos cirdrgicos a serem descritos a seguir. Deve-se ressaltar que
apos o primeiro procedimento cirdrgico todos os animais passaram a ser alojados em
gaiolas individuais. Em ambos os locais, 0s animais foram mantidos sob temperatura
controlada (23 + 1°C), ciclo claro - escuro de 12 (doze) horas e acesso ad libitum a &dgua e
a dieta.

Todos os procedimentos foram realizados com a devida aprovacdo do Comité de
Etica da Universidade Federal de Ouro Preto — UFOP n° 2010\75, de acordo com as
diretrizes da Lei 11.794 (Lei Arouca) e com os regulamentos determinados pelo Guia de
Uso e Cuidado de Animais de Laboratério do National Research Council, EUA.

3.2 - Dietas

Uma parte dos animais utilizados foi alimentada com ragdo comercial Nuvilab®
(dieta controle) contendo por peso: 19,0% de proteina, 56,0% de carboidrato, 3,5% de
lipidio (11%Kcal/g), 4,5% de celulose, 5,0% de vitaminas e minerais 0 que corresponde a
aproximadamente 3,78 kcal/g.

A outra parte, por sua vez, foi alimentada com DH (45%Kcal/g) com ingredientes
em similaridade a Research Diets, Inc. formula D12451 (Gao, Ghibaudi et al., 2002;
Hileman, Pierroz et al., 2002; Farley, Cook et al., 2003; Shklyaev, Aslanidi et al., 2003) o
que corresponde a aproximadamente 4,81 kcal/g.

A DH foi preparada mensalmente no Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular,
acondicionada em sacos plasticos e armazenada em freezer (-20°C) até a utilizacdo desta.

A composicao quimica da DH esta representada na tabela 1.
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Tabela 1 - Composicéo quimica da dieta hiperlipidica com 45% Kcal/g.

Ingredientes a/kg kcallg
Colina 2,5 0
Mix de Vitamina (AIN 93)* 10,0 0
Mix de Mineral (AIN 93)° 35,0 0
Celulose 50,0 0

Maltodextrina 115,0 460,0

Amido 127,5 510,0

Sacarose 200,0 800,0

Caseina 220,0 880,0

Banha 200,0 1800,0

Oleo de Soja 40,0 360,0

TOTAL 1000,0 4810,0

Mistura de minerais (g/Kg de mistura): NaCl — 139,3 / KI — 0,79 / MgSO,.7H,0 — 57,3 / CaCO; — 381,4 /
MnSQO4.H,0 — 4,01 / FeSO4.7H,0 — 27,0 / ZnSO,4.7H,0 - 0,548 / CuSO,.5H,0 — 0,477 / CoCl,.6H,0 — 0.023
/ KH,PO, — 389,0.

*Mistura de vitaminas (g/Kg de mistura): Acetato de retinol — 0,6 / Colecalciferol — 0,005/ Acido p-
aminobenzédico — 10,00 / I-Inositol — 10,00 / Niacina — 4,00 / Pantotenato de célcio — 4,00 / Riboflavina —
0,80/ Tiamina HCI — 0,50 / Piridoxina HCI — 0,50 / Acido félico — 0,20 / Biotina — 0,04 / Vitamina B12 —
0,003 / Sacarose — g.s.p. 1000. / Colina — 200,0 / a-Tocoferol — 6,7.

3.3 - Delineamento Experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: dois
grupos alimentados com ragdo comercial Nuvilab® dividido em grupo controle coletivo
(CC) e grupo controle individual (Cl); e dois grupos alimentados com DH dividido em
grupo obeso coletivo (OC) e grupo obeso individual (Ol).

Todos 0s grupos seguiram o protocolo dietético por um periodo de 9 semanas,
sendo a primeira semana referente a adaptacdo. ApoOs esse periodo, os animais foram
utilizados para experimentacdo por 10 a 12 dias, periodo esse, em que 0S animais

continuaram recebendo a dieta previamente determinada.

3.3.1 - Caracterizacdo do modelo de obesidade induzida pela dieta

Hipotese 1 - Dieta com 45% de gordura induz a obesidade em ratos Wistar

Para essa hipotese, avaliou-se a eficacia da dieta com 45% de gordura em induzir
obesidade em ratos Wistar e se a maneira como 0s animais eram alojados (em gaiolas
coletivas e individuais) influenciaria no desenvolvimento da obesidade.

O peso e a gordura corporal foram utilizados para a determinacdo do indice de

adiposidade. O peso corporal foi avaliado antes do inicio da introducéo das dietas padréo e
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hiperlipidica, e semanalmente até a eutanasia dos animais. A gordura corporal dos ratos de
todos os grupos foi analisada ao final das 9 semanas de indugdo da obesidade. Ap6s 0s
animais serem anestesiados (Isofluorano, 2-2,5% - 2I/min de O;) e eutanasiados por
exsanguinacdo (coleta de soro e plasma), o tecido adiposo marrom interescapular e 0s
tecidos adiposos brancos epididimal, retroperitoneal e inguinal foram dissecados e pesados.
A massa gorda corporal (MG) foi caracterizada pela soma desses trés depositos de gordura
branca.

A obesidade foi determinada utilizando-se o indice de adiposidade (1A). O IA foi
calculado através da relacdo: MG x 100/peso corporal final (PCf). Diversos autores
utilizam este indice para avaliar a quantidade de gordura corporal em roedores (Levin,
Richard et al., 2000; Carroll, Zenebe et al., 2006). Este método é facilmente realizado e
permite analisar os depositos de gordura corporal de maneira consistente. Além disso,
utilizamos o indice de Lee (Lee, 1929) para avaliar o grau de obesidade dividindo-se a raiz
cubica do PCf em gramas pelo comprimento naso-anal (CNA) em milimetros e
multiplicando-se por dez.

Para uma melhor caracterizacdo da obesidade foram realizadas dosagens

bioquimicas séricas desses animais em jejum: glicemia, colesterol total (CT) e
triacilglicerdis (TAG). Os animais foram mantidos em jejum por 12 horas para a realizacdo
da coleta sanguinea. Os animais foram anestesiados com isoflurano no dia da eutanasia.
O sangue foi acondicionado em eppendorfs esterilizados previamente acrescido de anti-
coagulante, GLISTAB KF 12g/dL + EDTA 6g/dL (LABTEST DIAGNOSTICA, MG,
Brasil) na concentragéo de 1 gota/3 mL de sangue. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 4000 rpm para separacdo do soro e plasma, que foram armazenados em
eppendorfs esterilizados e armazenados a -80°C para posterior realizacdo dos ensaios
bioquimicos que seguiram o0s protocolos dos Kits LABTEST (LABTEST
DIAGNOSTICA, MG, Brasil) .

Faz necessario ressaltar que nenhum dos animais utilizados para testar essa hipotese
passou por procedimentos cirargicos. Com o intuito de testar essa hipdtese foram

utilizados 36 animais, ou seja, nove animais de cada grupo.

Ingestéo calorica e ingestao alimentar estimada

A ingestdo caldrica estimada refere-se a quantidade em kcal consumida pelo

animal. Este parametro é obtido multiplicando-se o consumo semanal de racdo pelo valor
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calérico de cada dieta, respectivamente, 3,78 e 4,81 kcal para a dieta controle e
hiperlipidica.

Para o célculo da ingestdo calorica, a ingestdo alimentar estimada foi medida trés
vezes por semana durante todo o periodo de protocolo nutricional.

Vale ressaltar que, como o modelo utilizado se trata de roedores e a dieta
hiperlipidica ndo apresentava-se muito solida, a ponto de ser roida, foi acrescentado para
cada animal um cubo de madeira ndo tratadalx2x4cm aproximadamente. Isso foi feito
tanto para os animais controles quanto para os animais obesos para que ambos 0s grupos

ndo tivessem crescimento dentario que prejudicasse a ingestdo alimentar.

3.3.2 - A influéncia da obesidade induzida pela dieta e/ou do isolamento social na
reatividade a fatores estressores em ratos e a possivel participacdo dos neurénios do
Hipotalamo Dorsomedial nessas respostas.

Hipotese 2 - A obesidade induzida pela dieta e/ou o isolamento social altera a
reatividade a fatores estressores em ratos submetidos & inibicdo quimica (Muscimol)
do DMH seguida de estresse por jato de ar.

Avaliou-se a influéncia da obesidade induzida pela dieta e/ou do isolamento social
nas alteracOes cardiovasculares observadas durante o estresse em ratos. A participacdo do
DMH nessas alteraces foi avaliada através da inibicdo dos neur6nios dessa regido. Para
tanto, foram realizadas microinjecdes de muscimol (agonista de receptor GABAA) ou
veiculo (salina) no DMH, nos 4 grupos antes de serem expostos a estresse por jato de ar.
Esse estresse consistiu na insergdo dos animais a um tubo de contengdo (6,5 cm de
diametro e 23 cm de comprimento) e o posicionamento de uma bomba de nebulizacdo em
frente a esse tubo (Figura 2). Essa bomba foi capaz de produzir um jato de ar de 10 I/min e,
além disso, produziu ruido levemente elevado. Essa foi ligada sempre antes da colocagédo
do animal dentro do contensor (variacdo da resposta quando acionada depois da colocagédo)
e posicionada sempre com a mesma distancia do rato, pois o ruido produzido por ela
poderia exacerbar as respostas cardiovasculares ao estresse utilizado. Além disso, o jato de
ar ndo foi direcionado diretamente para o rato, pois ja foi demonstrado que isso poderia
causar uma pequena hipotermia (observagdes ndo publicadas). Os animais permaneceram
em estresse por 15 minutos (ver 3.9.1).

Os parémetros cardiovasculares medidos foram FC e PA. Os animais foram
utilizados como controle deles mesmos, ou seja, cada animal foi submetido a dois

experimentos em dias consecutivos (injecdo de muscimol no primeiro dia e salina no
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segundo dia ou vice-versa). Dessa maneira foi possivel reduzir o nimero de animais
utilizados pela metade.
Com o intuito de testar essa hipotese foram utilizados 30 animais, ou seja, 9

animais CC, 9 animais OC, 7 animais Cl e 5 animais Ol.

Figura 2: Estresse por jato de ar. Insercdo dos animais a um tubo de contencéo (6,5 cm de didmetro e 23 cm
de comprimento) e o posicionamento de uma bomba de nebulizacdo em frente a esse tubo capaz de produzir
um jato de ar de 10 I/min acompanhado de ruido levemente elevado.

Hipotese 3 - A obesidade induzida pela dieta altera a reatividade cardiovascular
induzida pela desinibi¢do quimica do DMH.

Avaliamos a influéncia da obesidade induzida pela dieta nas alteragdes fisioldgicas
de ratos nas alteracdes fisiol6gicas produzidas pela desinibicdo do DMH. Para tanto, foram
feitas microinjecbes de BMI (antagonista de receptor GABAA) ou veiculo no DMH via
canula-guia nos animais do grupo controle e grupo obeso coletivos. Os parametros
mensurados durante todo o procedimento experimental foram FC e PA (ver 3.9.2). Esses
animais, também, foram utilizados como controles deles mesmaos. Para essa hipétese foram
utilizados 13 animais, 6 animais CC e 7 animais OC.

3.4 - Preparo de drogas/substancias utilizadas

PBS (Salina tamponada com fosfato; pH 7,2): solucdo preparada pela diluigdo de 8,18¢
de NaCl P.A., 1,98 g de Na,HPO,.7H,0 P.A. e 0,26 g de NaH,PO,.H,O P.A. (Synth,
LABSYNTH Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema, SP) em agua ultra-purificada
(Milli — Q®) g.s.p. 1000,0 mL. Ajustou-se o pH da solucédo para 7,2 com solucdes de HCI
e NaOH, conforme necessidade. A solucgdo foi esterilizada por autoclavagdo 120°C e 1,0
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Kg/cm? durante 15 minutos, conforme protocolo em vigor no Laboratério de Fisiologia

Cardiovascular.

Anestésico (Solucdo de Ketamina + Xilazina): solucdo preparada pela adicdo de 2 mL de
Xilazina 2% (p/v) a 10 mL de Ketamina 10% (p/v). Utilizada da seguinte forma: dose
(ketamina: 80mg/kg ; Xilazina: 7mg/kg ) e volume (0,1mL/100g de animal; i.m.).

Antiinflamatorio [Ketoflex 1% p/v (Cetoprofeno)]: empregado com o objetivo de
reduzir inflamacdo e dor decorrente dos procedimentos cirurgicos. Utilizado da seguinte
forma: dose (4mg/Kg) e volume (0,1 mL/100g de animal; s.c).

Antibiotico (Pentabiotico Veterinario): utilizado na prevencdo de infecgdes, na seguinte
dose: 48.000UI de penicilina, 20mg de estreptomicina e 20mg de diidroestreptomicina/kg.
Volume injetado: 0,1 mL/100g de animal; s.c..

Muscimol (agonista dos receptores GABA,): Diluido em PBS até atingir a concentracéo
utilizada neste trabalho (100 pmol/100nl), separado em aliquotas de 10 pL e mantido
congelado a -4°C.

Bicuculina methiodide — BMI (antagonista dos receptores GABA,): Diluido em PBS
até atingir a concentracdo utilizada neste trabalho (10 pmol/100nl), separado em aliquotas

de 10 pl e mantido congelado a -4°C.

3.5 - Confeccdo de Canulas-guia e canula injetora

As céanulas-guia (CG) foram confeccionadas utilizando-se agulha 23G, ajustadas até
0 comprimento de 15 mm, através de eletrocorrosdo. Ja as canulas injetoras fora,
confeccionadas a partir da agulha 30G e ajustadas a 16 mm, também, através de
eletrocorros@o. Assim, no momento da microinjecéo, a extremidade da injetora permanecia
1mm abaixo da extremidade da CG, correspondendo a regido do DMH, de acordo com as

coordenadas utilizadas (ver item 3.6.1).
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3.6 - Cirurgias
3.6.1 - Implante de canulas-guia dirigida ao Hipotalamo Dorsomedial

Com o auxilio de um aparelho estereotaxico (Stoelting Co., Illinois, EUA),
implantamos a CG de 15 mm em direcdo ao DMH, como previamente descrito (Bailey e
Dimicco, 2001; Da Silva, De Menezes et al., 2003; Da Silva, Menezes et al., 2006; De
Menezes, Zaretsky et al., 2006; De Menezes, Zaretsky et al., 2008; De Menezes, Zaretsky
et al., 2009). Para isso, anestesiamos 0s animais com solucdo anestésica de Ketamina e
Xilazina (i.m.) e em seguida, tricotomizamos a regido entre os pavilhfes auditivos e 0s
olhos, acomodamos e fixamos 0s animais no estereotaxico com a barra dental a 3,3mm
abaixo da linha interaural. A regido tricotomizada foi submetida & assepsia com PVPI
degermante e, apds foi realizada injecdo subcutanea de cloridrato de lidocaina 2%
associado a epinefrina, para provocar uma vasoconstricdo local. A regido superior do
crénio foi exposta a partir de uma incisdo mediana dois orificios foram realizados para a
fixacdo de parafusos de aco inoxidavel no crénio dos animais para ancoragem da CG. A
torre do estereotaxico foi angulada em zero e canulas-guia foram posicionadas usando o
bregma como referéncia de acordo com as coordenadas esteriotaxicas segundo Paxinos e
Watson, 2007, para 0 DMH: 3,3mm posterior, 0,6mm lateral e 7,6mm ventral. Foram
utilizados esses mesmos parametros em todos os grupos estudados. Cabe ressaltar, no
entanto, que a cada 50g abaixo ou acima de 300g de peso corporal dos animais, foram
subtraido ou adicionados 0,1mm na coordenada posterior. Em sequéncia, foram realizados
os orificios para o implante das CG (um orificio quando a cirurgia foi unilateral e dois
quando bilateral). Introduzimos a CG e fechamos a abertura cirlrgica com resina
odontoldgica (acrilico dental polimerizavel). Com o intuito de evitar a obstrugdo da CG,
introduzimos um oclusor aco inoxidavel de mesmo comprimento da CG (15mmm). Feito
isso, 0s animais foram submetidos a cuidados p6s-operatorios (ver item 3.6.3) e passaram

por um periodo de recuperacéo entre 6 e 8 dias.
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3.6.2 - Canulacéo da artéria femoral

Passado o periodo de recuperacdo, os animais foram novamente submetidos aos
procedimentos pré-cirurgicos (sedacédo e anestesia), no entanto, utilizando-se de anestésico
inalatorio (Isofluorano 2 — 2,5% - 2I/min de O,) para a realizacdo do implante de canulas
femorais. Em seguida, realizou-se a tricotomia da regido inguinal e do dorso, seguida de
assepsia destes locais com PVPI degermante. Através de uma pequena incisdo na regido
inguinal, o trigono femoral foi exposto, os vasos femorais identificados e separados do
nervo femoral. Um cateter de polietileno (PE-10 Clay Adams, Parsipanny, NJ, EUA) de
aproximadamente quatro centimetros (soldado por aguecimento a um tubo de PE-50 de 13
a 14 cm dependendo do tamanho do animal) foi introduzido na artéria femoral, até alcancar
a aorta abdominal. A fim de garantir a ndo oclusdo do cateter (formacéo de trombo) apds a
insercdo na artéria femoral, o0 mesmo foi preenchido com solucdo de salina heparinizada
(125 Ul/mL). Apo6s a introducdo do cateter na artéria, este foi passado pelo tecido
subcutaneo do animal, com o auxilio de um pequeno tubo de metal (trocéater), até a sua
exteriorizagdo na regido interescapular. Terminado o procedimento, os locais de incisdo
foram suturados.

Os animais foram submetidos a um periodo de recuperacgédo por 48hs antes do inicio
dos procedimentos experimentais. No momento do registro a extremidade do cateter foi

conectada ao sistema de aquisicao de dados para obtencdo dos sinais de PA e FC.

3.6.3 - Cuidados pos-operatdrios

Apos as cirurgias, 0s animais receberam injecdo s.c. de cetoprofeno (Ketoflex®) e
uma dose profilatica de penicilina (Pentabiotico Veterinario - Fort Dodge, S&o Paulo,
Brasil) para prevencéo de infecgdes e inflamagGes. Os ratos foram alocados em gaiolas
individuais e mantidos sobre manta térmica até a passagem completa do efeito do
anestésico, a fim de evitar hipotermia (apenas apés o procedimento de implante de canulas-
guia). Posteriormente, os animais foram mantidos na sala de experimentos sob condigdes
de temperatura, luminosidade e niveis de ruido controlados, com dieta de acordo com o

protocolo previamente estabelecido e dgua ad libitum.
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3.7 - Registro dos parametros cardiovasculares

Para obtencdo do registro dos parametros cardiovasculares, a canula inserida na
artéria femoral dos ratos foi conectada a um transdutor, que ligado a um sistema de
aquisicdo de dados Power Lab 4/20 (ADInstruments) possibilitou o registro da presséo
arterial pulsatil (PAP). As oscilagdes de pressdo captadas foram amplificadas e convertidas
em sinais enviados a uma placa de aquisicdo de dados, através de uma placa de conversao
analdgico/digital. O software de leitura Chart 7 for Windows realizou uma coleta continua
da PAP, calculando a partir desta, os valores de FC e pressdo arterial média (PAM).

3.8 - Procedimentos das Microinjecdes

Para a microinjecao de salina, muscimol ou BMI foram utilizadas canulas injetoras
de 16mm conectadas a um tubo de polietileno (Norton, 0.010) e a uma seringa Hamilton de
10 puL preenchida com agua deionizada. O polietileno foi preenchido com a salina,
muscimol ou BMI, e entre a agua deionizada e a substancia contida no polietileno formou-
se uma pequena bolha. A canula injetora foi introduzida na canula-guia e 100nl de salina,
muscimol (100pmol) ou BMI (10pmol) foram injetados. Durante a administragdo das
substancias, 0 movimento descendente da bolha de ar indicou o sucesso da microinjecéo.

Apos a retirada da canula injetora a mesma foi testada, para verificar possiveis obstrucdes.

3.9 - Procedimentos Experimentais

Conforme a figura 3 temos 0 o resumo do delineamento experimental ao qual os

grupos controle e dieta hiperlipidica foram submetidos.

Protocolo Dietético
|Dieta controle cu hiperipidica)

[ Procedimentos Cinirgicos ]

[ Protocolo Experimental

Ratos Wistar SEManas 6-8dias 48 horas Expess 24 horas .
| . = perimento Experimento
(100 +10g) Esterectaxia Canulagao | I

Figura 3: Delineamento Experimental. Protocolo dietético, procedimentos cirdrgicos e protocolo
experimental.
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Apb6s as 9 semanas de protocolo dietéticos os animais eram submetidos a
estereotaxia (6 a 8 dias) e implante de canulas-guia (24 horas) antes do experimento.

3.9.1 - A obesidade induzida pela dieta e/ou o isolamento social altera a reatividade a
fatores estressores em ratos submetidos a inibicdo quimica (Muscimol) do DMH
seguida de estresse por jato de ar.

Com o proposito de verificar se a obesidade induzida pela dieta e/ou o isolamento
social potencializava a reatividade a fatores estressores em ratos submetidos a inibicéo
quimica do DMH seguida de estresse por jato de ar foi realizado o seguinte protocolo
(figura 4):

Experimento:

Jito de
ar

Estresse
| Basal pré-estresse | | | Basal p6s estresse |
I 30 min I 8 min I 15 min I 30 min I
Microinjegbes bilaterais Fim do estresse

de muscimol ou de
veiculono DMH

Figura 4: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliagdo da inibicdo quimica do DMH por
microinjecdo de Muscimol seguida por estresse de jato de ar sobre os pardmetros cardiovasculares (PAM e
FC). Os animais foram submetido a microinjecdo bilateral de veiculo (100nL de salina) e/ou muscimol
(100pmol/100nl) em dias consecutivos). Os experimentos iniciaram somente ap6s a estabilizacdo dos
pardmetros cardiovasculares por no minimo 30 min.

Apls o inicio do registro, acompanhamos a estabilizacdo dos parametros
cardiovasculares do animal, por um periodo de 30 minutos ou mais, se necessario (basal
pré-estresse). Em seguida, procedemos a microinjecdo de veiculo ou muscimol (no
primeiro dia — Experimento I). Seguidos 8 minutos, o animal foi submetido ao estresse por
jato de ar por 15 minutos como descrito anteriormente. Ao final do estresse, a animal
seguiu por mais 30 minutos de registro para recuperagdo dos parametros cardiovasculares

(basal pds-estresse).
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E importante salientar que o animal que recebeu a microinjecdo de salina no
primeiro dia, recebeu a microinjegdo de muscimol no segundo dia (Experimento II)

conforme explicado anteriormente.

3.9.2 - A obesidade induzida pela dieta altera a reatividade cardiovascular induzida
pela desinibi¢cdo quimica do DMH.

J& para verificar a obesidade induzida por dieta potencializava a reatividade a
fatores estressores em ratossubmetidos a desinibicdo quimica do DMH pela BMI, foi
realizado o seguinte procedimento experimental (figura 5):

Experimento:

Microinjecdo unilateral
de BMI ou de veiculo

no DMH
| Basal pré-estresse | |
I 30 min I 30 min I

Figura 5: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliagdo da inibicdo quimica do DMH por
microinjecdo de Muscimol seguida por estresse de jato de ar sobre os pardmetros cardiovasculares (PAM e
FC). Os animais foram submetido a microinjecdo unilateral de veiculo (100nL de salina) e/ou muscimol
(10pmol/100nl) em dias consecutivos). Os experimentos iniciaram somente ap6s a estabilizagdo dos
pardmetros cardiovasculares por no minimo 30 min.

De maneira semelhante ao experimento anterior, no inicio do registro,
acompanhamos a estabiliza¢do dos parametros cardiovasculares do animal, por um periodo
de no minimo 30 minutos (basal pré-estresse). Em seguida, procedemos a microinjecdo de
veiculo ou BMI (no primeiro dia — Experimento I). Em seguida, o animal seguiu por mais
30 minutos de registro para recuperacdo dos parametros cardiovasculares.

E importante salientar que o animal que recebeu a microinjecio de salina no
primeiro dia, recebeu a microinjecdo de BMI no segundo dia (Experimento Il) conforme

explicado anteriormente.
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3.10 - Procedimentos Histologicos

Ao término dos Protocolos Experimentais, injetamos 100 nL do corante Comassie
blue (1uL, 2%), no sitio de microinjecdo no DMH, para subsequente confirmacéao
histoldgica. Anestesiamos 0s animais com o dobro da quantidade de solugdo de Ketamina
+ Xilazina (descrito no item 3.4), submetendo-os a uma toracotomia para a exposi¢do do
coracdo. Através de puncdo cardiaca, realizamos a perfusdo com solucdo salina (0,9%),
seguida de solucdo de paraformaldeido tamponado (4%). Posteriormente, retiramos e
fixamos o cérebro em solucdo de formaldeido tamponado 4% por 48 horas. Apds este
periodo, os cérebros foram transferidos para uma solucdo de sacarose a 20% (diluido em
agua deionizada) permanecendo por 24 horas. Cortes coronais, na regido do hipotalamo,
com a espessura de 50 um foram obtidos com o auxilio de um Criostato (Leica CM 1850,
Alemanha). Os cortes foram colocados em laminas de histologia previamente
gelatinizadas, corados com vermelho neutro (1%) e posteriormente examinados por

microscopia optica.

3.10 - Anélises dos dados

Para a realizacdo das analises de FC e PAM basais, calculamos as meédias dos
menores valores obtidos durante 5 minutos de cada periodo basal pré-estresse registrado de
todos os animais que foram submetidos aos experimentos (mesmo aqueles que néo
obtivemos histologia positiva para as regides de injecao).

No protocolo de inibicdo quimica do DMH (microinjecdo de muscimol) seguido de
estresse realizamos as analises de FC e PAM a cada 3 minutos considerando 0s 5 minutos
antes do estresse, 0s 15 minutos de estresse e 0s 15 minutos seguintes pds-estresse. Foram
utilizados os 3 primeiros minutos de estresse como pico e 0s 3 minutos finais do estresse
para os célculos dos deltas.

Ja no protocolo de desinibicdo quimica (microinjecdo de BMI), também, realizamos
as andlises de FC e PAM a cada 3 minutos considerando os 5 minutos antes da
microinjecdo (respostas semelhantes ao estresse) até os 20 minutos seguintes. Foram
utilizados os 3 minutos de maior pico para o calculo do delta de estresse e para o delta de

recuperacdo os 3minutos finais (dos 20 minutos registrados).
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3.11 - Analises Estatisticas

Utilizamos o programa GraphPad Prism 5.00 (Graphpad Inc.) para as analises
estatisticas. Utilizamos o teste t de Student - ndo pareado para analise das varidveis
independentes, o teste t de Sdudent — pareado para andlise das varidveis dependentes, a
analise de variancia ANOVA One way e Two way para analise de mais de dois grupos sob
influéncia de um (dieta) ou dois fatores (dieta e droga), respectivamente. Para ANOVA
one way utilizamos pds-teste de Newman-Keuls para dados paramétricos e para dados ndo
paramétricos utilizamos teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunns. Ja para ANOVA
two way utilizamos o pds-teste de Bonferroni para comparagdes entre 0s grupos veiculo e
muscimol/bicuculina em relacdo a dieta e para comparacdes entre 0s outros grupos veiculo
e muscimol/bicuculina, ou o teste t de Student pareado para as comparagfes dentro dos
grupos dietas. Estabelecemos o nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os resultados

foram expressos em Média + Erro Padrdo da Média (Média = EPM).
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4 - RESULTADOS

A partir desse momento, de acordo com os resultados a seguir, os animais DH

passardo a ser chamados de obesos.

4.1 - Efeitos da dieta hiperlipidica e do isolamento social sobre o perfil nutricional e
bioquimico

Decorrido um periodo de 9 semanas de protocolo dietético observamos,
inicialmente, que os animais dos quatro grupos avaliados (CC, OC, ClI e OI) apresentaram
peso inicial semelhantes. No entanto, apds esse periodo observamos que nos grupos
coletivos (controle e obeso), a DH (45%Kcal de gordura) aumentou significativamente o
peso final (p=0,0003), ganho de peso, indice de Lee, os tecidos adiposos brancos e
marrom, bem como o IA (p<0,0001). Em relacdo aos grupos individuais (controle e
obeso), a DH néo alterou somente o indice de Lee. Adicionalmente, o isolamento social
aumentou significativamente o peso final (p=0,0003), ganho de peso e indice de Lee

(p<0,0001), apenas nos animais controle (Tabela 2).

Tabela 2: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
perfil nutricional de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9) P valor
Peso inicial (g) 97,06 £ 2,09 102,00 * 2,66 93,47 +1,71 99,10 £ 2,72 0,0887
Peso final () 2834+820 338,60+794* 3164+994**  351,6+7,33" 0,0003

Ganho de Peso (g)  186,3+9,54 236,60 + 7,09* 223,00 +8,51** 252,50 + 7,10 <0,0001
Indice de Lee* 0,27 + 0,002 0,30 £0,002* 0,29 + 0,002** 0, 30 £ 0,003 <0,0001
TAB Epididimal

© 2,06 + 0,16 4,11 +0,34* 2,34+0,21 414+0,.24" <0,0001
TAB #
. 2,28 +0,31 6,05 + 0,92* 2,43+0,29 5,06 + 0,57 <0,0001
Retroperitoneal (g)

TAB 477+045  952+126%  4,87+034 8,30£095°  <0,0001
Inguinal (g)

Indice de | 329+026  583+065*  3,16+0,19 509+046%  <0,0001
Adiposidade

TAM (g) 026+002  045+002*  0,30+0,02 046+004"  <0,0001

Valores expressos em média + EPM; n, nimero de animais por grupo, TAB (tecido adiposo branco) e TAM
(tecido adiposo marrom).

* [peso corporal final(g) ]*° comprimento nasoanal (mm) x 10

**massa gorda (epididimal + retroperitoneal + inguinal) (g) /peso corporal final (g) x 100

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais; e ** dieta controle
entre 0s grupos isolamento social) revelam diferencas estatisticamente significantes; ANOVA one way, com
pos-teste de Newman-Keuls (p<0,05) para os dados paramétricos e Kruskal-Wallis, com o pds-teste de
Dunns para os dados ndo paramétricos (p<0,05).

1/3

24



Quanto ao perfil bioquimico, conforme a tabela 3, observamos que os animais dos
quatro grupos avaliados (CC, OC, CI e OIl) ndo apresentaram alteracdo nos niveis de
glicose plasmatica (p=0,4782). Entretanto, a DH reduziu os niveis de CT sérico (p=0,006),
e aumentou significativamente os niveis de TAG sérico nos animais obesos tanto no grupo
coletivo, quanto no individual. Porém, esse aumento foi maior nos animais obesos nédo

submetidos ao isolamento (OC).

Tabela 3: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
perfil bioquimico de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9) P-valor
Glicose 141,0 + 3,46 151,0 + 4,80 1457+435 1431+945 04782
(mg/dL)
Colesterol Total /g 19, 119 38,13 + 2,21* 53,03+1,88 42,61+369" 0,0006
(mg/dL)
T”?ﬁq‘é%‘f;’m' 61,86+2,96 1151+298** (n=8) 6722+470 6509+386° 0,0004

Valores expressos em média = EPM; n, nimero de animais por grupo.

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais; ** dieta entre os grupos
isolamento social) revelam diferencas estatisticamente significantes; ANOVA one way, com pés-teste de
Newman-Keuls (p<0,05) para os dados paramétricos e Kruskal-Wallis, com o pds-teste de Dunns para 0s
dados ndo paramétricos (p<0,05).

Observamos que ambos os grupos OC e Ol tiveram uma ingestdo alimentar
estimada significativamente menor do que os grupos CC e Cl (84,86 + 2,07; n=9 e 95,37
2,78; n=8 vs 141,50 + 5,47 e 147,2 + 3,82;n=9, p< 0,0001, respectivamente). Ressalta-se
que a ingestdo calorica do grupo OC foi significativamente diferente do grupo Ol apenas
na 62 semana (82,31 £ 2,54; n=9 vs 104,82 + 7,13; n=8, p< 0,01 respectivamente).

2007 -&- Controle Coletivo (n=9)
-o- Obeso Coletivo (n=9)
-A- Controle Individual (n=9)
150+ - Obeso Individual (n=8)

] W

Ingestao Alimentar Estimada (g)

Figura 6: Ingestao alimentar estimada. Efeito do consumo de dieta controle e dieta hiperlipidica em grupos
de animais criados coletivamente (3 animais/caixa) ou individualmente sobre a ingestdo alimentar estimada
(9) durante um periodo de 9 semanas.” Diferenca estatistica entre ambos os grupos controle em relagio aos
grupos obesos; ANOVA two way, com pos-teste de Bonferroni (p<0,05).
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Quanto a ingestdo caldrica (kcal/g) observamos um comportamento semelhante a
ingestdo alimentar em que ambos os grupos OC e Ol seguiram um padrdo de ingestéo
caldrica significativamente menor do que os grupos CC e ClI (408,20 + 9,94; n=9 e 458,70
+ 13,39; n=8 vs 540,60 + 20,51 , 556,60 = 14,44; n=9 p< 0,0001, respectivamente).
Ressalta-se que a ingestdo caldrica, assim como a ingestdo alimentar estimada, do grupo
OC foi significativamente diferente ao grupo Ol, apenas na 62 semana (395,91 +12,23; n=9
vs 504,17 + 34,32; n=8, p<0,01 respectivamente).

—~ 700+ .
= —-4— Controle Coletivo (n=9)
;8 ~- Obeso Coletivo (n=9)
< 6001 -A- Controle Individual (n=9)
2 -0~ Obeso Individual (n=8)
‘S 5004 n
5
o
o
S 4004
(%]
[
=5
= 300 T T T T T T T T T
@
RS AR SR O SEIR SR S RS
CA R N R
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Figura 7: Ingestdo caldrica. Efeito do consumo de dieta controle e dieta hiperlipidica em grupos de animais
criados coletivamente (3 animais/caixa) ou individualmente sobre a ingestdo calé6rica (kcal/g) durante um
periodo de 9 semanas. ~ Diferenga estatistica entre ambos 0s grupos controles em relagcdo ao grupo obeso
coletivo. ANOVA two way, pés-teste de Bonferroni (p<0,05).

4.2 - Efeitos da obesidade induzida pela dieta e/ou do isolamento social na reatividade
a fatores estressores em ratos e a participacdo dos neurdnios do Hipotadlamo
Dorsomedial nessas respostas.

A obesidade aumentou significativamente os niveis basais de PAM (p=0,0076) e

FC (p=0,0153) apenas nos animais do grupo coletivo, de acordo com a tabela 4.

Tabela 4: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre os
parametros fisiologicos basais PAM e FC.

Coletivo Individual
Controle Obeso P valor Controle Obeso P valor
(n =25) (n=28) (n =13) (n=11)

PAM (mmHg) 109,1+12 1147+16* 0,0076 111,7+25 117,1+19  0,2025
FC (bpm) 370,3+7,6 3928+51* 0,0153 368,0+88 383,7+115 0,3247
Valores expressos em média + EPM; n, nimero de animais por grupo, PAM (pressao arterial média) e FC
(frequéncia cardiaca). * Diferenca estatistica da dieta intra-grupos coletivos, teste t de Student nao
pareado(p<0.05).
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Figura 8: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre os
parametros fisioldgicos basais pressao arterial média - PAM (A) e frequéncia cardiaca - FC (B). * Diferenca
estatistica da dieta intra-grupos coletivos, teste t de Student ndo pareado(p<0.05).

4.2.1 - Grupo controle e obeso sem isolamento social (coletivo) submetidos a inibi¢ao
quimica do DMH seguida de estresse por jato de ar.

De maneira representativa, a figura 9 ilustra os diferentes perfis de PAM antes,
durante e ap0s o0 estresse por jato de ar nos animais do grupo coletivo pré-tratados com
veiculo-salina ou muscimol, explorados detalhadamente na figura 10.

130+

o = -

120+

-@ Obeso Coletivo Salina (n=8)
Obeso Coletivo Muscimol (n=8)

I J.l‘ N_ T [ - & Controle Coletivo Salina (n=9)
E 1r<; :“ -B3- Controle Coletivo Muscimol (n=9)
o= e \ .

1104

Pressédo Arterial Média (mmHg)

100

10 15 20 25 30
Tempo (minutos)

Figura 9: Niveis de pressdo arterial média (mmHg) antes, durante (entre as linhas tracejadas) e ap6s o
estresse por jato de ar (15 minutos) em ratos controle e obesos coletivos pré-tratados com veiculo-salina
(200nl) e muscimol (100pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. Os simbolos representam média +
EPM.

Nos 3 minutos iniciais do estresse (Figura 10A), quando comparamos 0S grupos
salina e muscimol controle e obeso, observamos uma maior variagdo da resposta pressora

no grupo obeso em ambos 0s grupos tratamento (12,2 +1,2 vs 18,4 + 2,4 mmHg; p<0,05) e
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(4,4 £1,4 vs 10,8 £ 1,1 mmHg; p<0,05). No entanto, a microinje¢cdo de muscimol reduziu
significativamente os aumentos de PAM, evocados pelo estresse por jato de ar, em relagéo
a microinjecao de salina (4,4 £1,5 vs 12,2 + 1,2 mmHg; p=0,0075) nos animais controle e
nos obesos (10,8 + 1,1 vs 18,4 + 2,4 mmHg; p=0,0592).

Adicionalmente, nos 3 minutos finais do estresse (figura 10B), o muscimol reduziu
significativamente os valores de PAM em relacdo a salina (7,5 + 2,0 vs 1,9 +1,6 mmHg;

p=0,0413) no grupo controle.
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Figura 10: AlteracOes na pressdo arterial média (PAM-mmHg) evocadas pelo estresse de jato de ar em ratos
controle e obesos, criados coletivamente, apds a microinjecdo de veiculo-salina (100nl) e muscimol
(100pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. (A) Delta dos 3 minutos iniciais de estresse em relacdo aos
5 minutos pré-estresse e (B) Delta dos 3 minutos finais de estresse em relagdo aos 5 minutos pré-estresse.
*Diferenca estatistica entre os grupos muscimol em relagdo a dieta, ANOVA two way, com pds-teste de
Bonferroni (p<0,05). * Diferenca estatistica do tratamento intra-grupo controle ou obeso, teste t de Student

pareado (p<0,05).

A figura 11 mostra os diferentes perfis de FC antes, durante e apds o estresse por
jato de ar nos animais do grupo coletivo pré-tratados com veiculo-salina ou muscimol,

explorados detalhadamente na figura 12.
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Figura 11: Niveis de frequéncia cardiaca (bpm) antes, durante (entre as linhas tracejadas) e ap6s o0 estresse
por jato de ar (15 minutos) em ratos controle e obesos coletivos pré-tratados com veiculo-salina (100nl) e
muscimol (100pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. Os simbolos representam média + EPM.

Nos 3 minutos iniciais do estresse (Figura 12A), quando comparamos 0S grupos
salina controle e obeso, observamos uma maior variacdo da resposta traquicardica no
grupo obeso (52,7 £7,8 vs 93,8 + 9,9 mmHg; p<0,01). Além disso, a microinjecdo de
muscimol reduziu significativamente os aumentos de FC em relacdo a microinjecdo de
salina tanto nos animais controle (22,0 £ 9,2 vs 52,7 £ 7,8 bpm; p=0,0141), quanto nos
obesos coletivos (36,0 = 8,6 vs 93,8 + 9,9 bpm; p=0,0067).

J& nos 3 minutos finais do estresse (Figura 12B), o muscimol reduziu
significativamente os niveis desse parametro em relacéo a salina (8,3 + 6,8 vs 51,7 + 13,0
bpm; p=0,0320) apenas nos animais controle. Na presenca da obesidade, 0 mesmo néo foi
capaz de reduzir os niveis desse parametro evocados pelo estresse por jato de ar (45,2 +
15,1 vs 62,9 + 10,5 bpm; p=0,4394). Tal resultado é enfatizado, quando comparamos 0s
grupos muscimol controle e obeso, e observamos uma maior variacdo da resposta

taquicardica nesse ultimo grupo (8,3 £ 6,8 vs 45,2 + 15,1 bpm; p=0,0350).
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Figura 12: Alteracfes na frequéncia cardiaca (FC-bpm) evocadas pelo estresse de jato de ar em ratos
controle e obesos, criados coletivamente, apés a microinjecdo de veiculo-salina (100nl) e muscimol
(100pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. (A) Delta dos 3 minutos iniciais de estresse em rela¢do aos
5 minutos pré-estresse e (B) Delta dos 3 minutos finais de estresse em relagdo aos 5 minutos pré-estresse.
*Diferenca estatistica entre os grupos muscimol em relacéo a dieta, ANOVA two way, com pos-teste de
Bonferroni (p<0,01). * Diferenca estatistica do tratamento intra-grupo controle ou obeso, teste t de Student
pareado (p<0,05). & Diferenca estatistica da dieta entre os grupos muscimol, teste t de Student néo pareado,
(p<0,05).
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Figura 13: Representacdo esquematica dos cortes coronais do DMH mostrando os locais da microinje¢do
bilateral de salina e muscimol nos animais (A) controle (tridgulo preto, n = 9) e (B) obeso (circulo preto, n =

8) coletivos. (ver também, Figura 23).

4.2.2 - Grupo controle e obeso em isolamento social (individual) submetidos a inibicéo
quimica do DMH seguida de estresse por jato de ar.

De maneira ilustrativa, a figura 14 evidencia os diferentes perfis de PAM antes,
durante e ap0s o0 estresse por jato de ar nos animais dos grupos individuais pré-tratados

com veiculo-salina e muscimol, analisados detalhadamente na figura 15.
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Figura 14: Niveis de pressdo arterial média (mmHg) antes, durante (entre as linhas tracejadas) e apds o
estresse por jato de ar (15 min) em ratos controle e obeso individuais pré-tratados com veiculo-salina (100nl)
e muscimol (100pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. Os simbolos representam média £ EPM.

Surpreendente, nos 3 minutos iniciais (Figura 15A) e finais do estresse (figura 15B,
a microinjecdo de muscimol ndo reduziu significativamente as alteracbes de PAM em
relacdo a microinjecédo de salina, tanto nos animais controle (p=0,2209 e p=0,2342), quanto
nos obesos individuais (p=0,5314 e 0,1888).
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Figura 15: Mudancas na pressdo arterial média (PAM-mmHg) evocadas pelo estresse de jato de ar em ratos
controle e obeso, criados individualmente, apds a microinjecdo de veiculo-salina (100nl) e muscimol
(100pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. (A) Delta dos 3 minutos iniciais de estresse em relacdo aos
5 minutos pré-estresse e (B) Delta dos 3 minutos finais de estresse em relagdo aos 5 minutos pré-estresse.

*Diferenca estatistica entre 0s grupos muscimol em relagdo a dieta, ANOVA two way, com pOs-teste de
Bonferroni (p<0,01). * Diferenca estatistica do tratamento intra-grupo controle, teste t de Student pareado

(p<0,05).

A figura 16 ilustra os diferentes perfis de FC antes, durante e ap0s o estresse por
jato de ar nos animais dos grupos individuais pré-tratados com veiculo-salina e muscimol,

explorados minuciosamente na figura 17.
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Figura 16: Niveis de frequéncia cardiaca (bpm) antes, durante (entre linhas tracejadas) e apds o estresse por
jato de ar (15 minutos) em ratos controle e obesos individuais pré-tratados com veiculo-salina (100nl) e
muscimol (100pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. Os simbolos representam média + EPM.

No inicio do estresse (Figura 17A), a microinjecdo de muscimol reduziu
significativamente os aumentos de FC em relacdo a microinjecdo de salina nos animais
controle individuais (22,5 £ 11,2 vs 62,4 = 10,6 bpm; p= 0,0469). Porém, aumentou esse
parametro nos obesos individuais (66,3 £ 12,6 vs 46,4 + 9,2 bpm; p= 0,0423). Tal
resultado € melhor compreendido quando comparamos 0s grupos muscimol controle e
obeso individuais, e observamos uma elevacdo expressiva da resposta taquicardica nesse
ultimo grupo (22,5 + 11,2 vs 66,3 = 12,6 bpm; p<0,05).

Ja nos 3 minutos finais do estresse (Figura 17B), ndo observamos nenhuma
diferenga nos niveis de FC tanto no grupo controle quanto no grupo obeso apds ambos 0s
tratamentos (p=0,6502 e p=0,1888).
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Figura 17: Alteracbes na frequéncia cardiaca (FC-bpm) evocadas pelo estresse de jato de ar em ratos
controle e obesos, criados individualmente, ap6s a microinjecdo de veiculo-salina (100nl) ou muscimol
(100pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. (A) Delta dos 3 minutos iniciais de estresse em relagéo aos
5 minutos pré-estresse e (B) Delta dos 3 minutos finais de estresse em relagdo aos 5 minutos pré-estresse.
*Diferenca estatistica entre os grupos muscimol em relagdo a dieta, ANOVA two way, com pds-teste de
Bonferroni (p<0,01). * Diferenca estatistica do tratamento intra-grupo controle individual, teste t de Student
pareado (p<0,05).
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Figura 18: Representacdo esquematica dos cortes coronais do DMH mostrando os locais da microinjecéo
bilateral de salina e muscimol nos animais (A) controle (tridgulo preto n = 9) e (B) obeso (circulo preto n = 9)
individuais. (ver também Figura 24).

4.2.3 - Grupos controle e obeso (coletivo) submetidos a desinibicdo quimica do DMH.

Do mesmo modo, ilustramos os diferentes perfis de PAM antes e apds o pré-
tratamento com veiculo-salina e bicuculina no DMH em dias consecutivos (Figura 19),
explorados detalhadamente na figura 20. E importante ressaltar que a obesidade aumenta
os valores de PAM ja nos 5 minutos anteriores a microinjecao de salina (106,7 + 2,8 vs
120,2 + 3,6 mmHg; p= 0,0145) e bicuculina (107,7 + 2,6 vs 117,7 £ 2,2 mmHg;
p=0,0143).
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Figura 19: Niveis de pressdo arterial média (mmHg) antes e ap6s pré-tratamento (20 minutos) com veiculo-
salina (100nl) e bicuculina (10pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. Os simbolos representam média +
EPM.

Abaixo (Figura 20A), observamos um aumento significativo do pico de resposta de
PAM mediados pela injecdo de bicuculina quando comparada a salina, em ambos os
grupos (controle coletivo: 8,5 = 3,5 vs -1,8 £ 1,1 mmHg; p=0,0446 e obeso coletivo: 9,1 +
2,7 vs -2,1 + 2,4 mmHg; p=0,0434). Entretanto, a analise da alteracdo de PAM nos 3
minutos finais (Figura 20B) ndo evidenciou diferenca nos niveis de PAM, tanto no grupo

controle quanto no grupo obeso apds ambos os tratamentos (p=0,3884 e p=0,0610).
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Figura 20: Pressao arterial média (PAM-mmHg) apds a microinje¢do de veiculo-salina (100nl) e bicuculina
(10pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos em ratos controle e obesos, criados coletivamente. (A) Delta
maximo de 3 minutos apds bicuculina em relagdo aos 5 minutos pré-estresse e (B) Delta de recuperagdo nos 3
minutos finais apds biculina em relagdo aos 5 minutos pré-microinjecdo. *Diferenca estatistica entre 0s
grupos bicuculina em relagdo a dieta, ANOVA two way, com pés-teste de Bonferroni (p<0,01). * Diferenca
estatistica do tratamento intra-grupo controle, teste t de Student pareado (p<0,05).

A Figura 21 evidencia os diferentes perfis de FC antes e apds o pré-tratamento com

veiculo-salina e bicuculina no DMH em dias consecutivos, pormenorizados na figura 22.
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Figura 21: Niveis de frequéncia cardiaca (bpm) antes e ap6s pré-tratamento (20 minutos) com veiculo-salina
(200nl) e bicuculina (10pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. Os simbolos representam média + EPM.
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Na figura 22A, observamos um aumento significativo das alteragdes maximas de
FC mediados pela injecdo de bicuculina quando comparada a salina, em ambos 0s grupos
(controle: 92,6 + 28,4 vs -24,6 £ 10,0 bpm; p=0,0239 obeso: 75,4 + 13,5 vs -28,3 + 8,2
bpm; p=0,002). Entretanto, a anélise de delta FC nos 3 minutos finais (Figura 22B)
evidenciou que a bicuculina induz um aumento significativo desse parametro em ambos 0s
grupos (controle: 75,1 + 25,5 vs 20,1 + 16,3 bpm; p=0,0271 e obeso: 12,7 + 4,4 vs -23,2 +
11,4 bpm; p=0,0423). Porém, tal aumento possui menor amplitude na presenca da
obesidade (12,7 £ 4,4 vs 75,1 = 25,5 bpm; p<0,05).
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Figura 22: Frequéncia cardiaca (FC bpm) apds a microinjecdo de veiculo-salina (100nl) e bicuculina
(10pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos em ratos controle e obesos, criados coletivamente. (A) Delta
méaximo de 3 minutos apés bicuculina em relacdo aos 5 minutos pré-estresse e (B) Delta de recuperagdo nos 3
minutos finais apds biculina em relacdo aos 5 minutos pré-microinjecdo. *Diferenca estatistica entre os
grupos bicuculina em relagdo a dieta, ANOVA two way, com pés-teste de Bonferroni (p<0,01). * Diferenca
estatistica do tratamento intra-grupo controle, teste t de Student pareado (p<0,05).

39



Bregma -2,92 mm

A

Bregma -3,24 mm

Bregma -2.92 mm

.

Bregma -3.24 mm

Bregma -3.00 mm

A
A

A

Bregma -3.36 mm

A

Bregma -3,00 mm

A

Bregma -3.36 mm

Bregma -3,12 mm
AA l

Bregma -3,48 mm

Bregma -3,12 mm
Bregma -3.43 mm

Figura 23: Representacdo esquematica dos cortes coronais do DMH mostrando os locais da microinjecéo
unilateral de salina e bicuculina nos animais (A) controle (tridgulo preto n = 9) e (B) obesos (circulo preto n

=9) coletivos. (ver também, Figura 25).

40



5 - DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a DH foi eficiente em induzir obesidade dietética
a qual aumentou os niveis de PAM e FC basais nos grupos coletivos. Além disso, a
obesidade potencializou a responsividade ao estresse, evidenciado pela maior variagéo da
resposta pressora e taquicérdica quando comparada com o grupo controle. Alias, apesar da
microinjecdo de muscimol ter reduzido ambas respostas nos grupos dieta, promoveu menor
reducdo da PAM frente a obesidade e, no periodo de recuperacdo, desmonstrou-se
ineficiente(ndo reduziu PAM e FC). Dessa forma 0s nossos resultados mostram que a
obesidade induz alteracdes neuronais, reduzindo a atividade Gabaérgica, no DMH levando
a um aumento na resposta cardiovascular ao estresse.

Ja em ambos os grupos individual, a microinjecdo de muscimol ndo foi eficiente em
reduzir a PAM durante todo o periodo de estresse, porém, surpreendentemente, aumentou a
resposta de FC ao estresse no grupo obeso.

Ao avaliarmos os efeitos da microinjecdo de bicuculina no DMH vimos que a
mesma induziu aumento da PAM e FC em ambos os grupos. Contudo, a obesidade alterou
a resposta taquicardica a bicuculina evidenciada por aumento dos parametros
cardiovasculares de curta duracéo.

Diferentes modelos experimentais tém sido estudados com o intuito de auxiliar na
compreensdo da fisiopatologia da obesidade. Dietas hipercaldricas (e.g.: hiperlipidicas)
tém sido comumente utilizadas em ensaios experimentais de obesidade, visando mimetizar
efeitos organicos associados a adiposidade (Boustany, Brown et al., 2005; Du Toit,
Nabben et al., 2005; Carroll, Zenebe et al., 2006). Neste trabalho, a DH (45% kcal de
gordura), utilizada no modelo rato pds- desmame (100+ 10g) por um periodo de 9
semanas, mostrou-se eficiente em induzir obesidade dietética experimental, enfatizando a
importancia do tipo de alimentacdo neste periodo sobre a composicdo e distribuicdo
corporal dos depésitos adiposos (Ozanne e Hales, 2004).

Em humanos, um dos critérios utilizados para definir obesidade é o indice de massa
corporal (IMC, relacdo entre a altura ao quadrado e 0 peso corporeo). Entretanto, este
critério ndo é valido para modelos experimentais (Thibault et al., 2004). Assim, alguns dos
critérios utilizados para a determinagdo de obesidade em animais de laboratorio levam em
consideracdo os depdsitos de gordura visceral e subcutanea (Woods et al., 2003; Thibault
et al., 2004; Dourmashkin et al., 2005), gordura corporal total (Woods et al., 2003; Levin
et al., 2003, Thibault et al., 2004) e também o peso corporal (Woods et al., 2003).

41



Entretanto, alguns estudos mostram que o peso corporal pode ndo ser um bom
indicador de classificagdo de obesidade em animais (Nascimento et al., 2008; Woods et al.,
2003). Nesse estudo, os ratos com dieta rica em gordura desenvolveram obesidade
caracterizada pelo aumento no peso corporal final e na massa de tecido adiposo
(representada pelo indice de adiposidade) a qual levou em consideracdo a soma de trés
depdsitos de gordura, a saber, visceral, epididimal e retroperitoneal.

Observamos um aumento do peso corporal, indice de Lee e do IA e dos demais
parametros avaliados em todos os animais obesos dos grupos coletivo e individual, exceto
para o indice de Lee desse Gltimo grupo. E importante ressaltar que, embora nio tenhamos
encontrado diferenca estatistica no indice de Lee do grupo individual, podemos considerar
0s animais que receberam DH como obesos, uma vez que, que por se tratar de um
parametro biométrico que indica o estado nutricional do animal (Lee, 1929), ele é
considerado por alguns autores inapropriado por ndo se correlacionar adequadamente com
a gordura corporal de ratos normais, pois 0 comprimento naso-anal é insatisfatério para
estimar a massa livre de gordura em animais de mesma idade e de mesma historia
nutricional (Stephens, 1980). Ademais, assim como no grupo coletivo, foi observado
aumento significativo da adiposidade central (retroperitoenal) e visceral (epididimal)
decorrente do consumo da dieta. Esses dados sdo compativeis aos encontrados por
Estadella et. al. (2004), comprovando a eficiéncia da DH em gerar a obesidade exdgena em
ratos (Estadella, Oyama et al., 2004).

A DH diminuiu a ingestdo de calorias (kcal), para 0 mesmo consumo
alimentar (gramas), ndo caracterizando a hiperfagia. Tais resultados corroboram aos
achados de Kretschmer et al.(2005) que relataram uma redugdo no consumo de ragdo em
animais submetidos a dieta rica em gordura, demonstrando que a obesidade pode ocorrer
mesmo sem hiperfagia (Kretschmer, Schelling et al., 2005). E, embora o0 grupo obeso,
também, tenha ingerido menos comida, 0 maior ganho de peso exibido por esses animais
ocorreu muito provavelmente devido a eficiéncia da alimentacdo em relacdo aos controles.
Provavelmente, a discrepancia entre os resultados de diferentes trabalhos encontrados na
literatura se deve ao tempo de manutencdo dos ratos na referida dieta, bem como ao
momento do inicio do tratamento (Kusunoki, Storlien et al., 1993; Kim, Youn et al., 2000).

Vale ressaltar que, ainda sobre o perfil nutricional encontramos um aumento
do TAM em ambos os grupos obesos. E bem estabelecido pela literatura que, em animais
de laboratorio, o oferecimento de dietas de cafeteria em longo prazo é acompanhado pela

hiperplasia do TAM e aumento da expressdo de UCP1 (Puigserver, Llado et al., 1991,
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Roca, Rodriguez et al., 1999), e também de UCP2 (Roca, Rodriguez et al., 1999) no TAB,
uma resposta que confere uma relativa protecdo contra a obesidade (Rothwell e Stock,
1979). Estudos apontam que a indu¢do de UCP1 no TAM é um marcador de termogénese
em roedores e é muitas vezes utilizado como indicador de dispéndio de energia, e que DH
aumenta os niveis de proteina UCP1 em ratos jovens (Wilsey, Zolotukhin et al., 2003;
Zhang, Matheny et al., 2007).

Quanto ao perfil bioguimico a glicemia dos ratos dos grupos obesos, em relacéo as
grupos controle ndo apresentou valores estatisticamente diferentes. Estes resultados estdo
em concordancia com o estudo de Estadella et al. (Estadella, Oyama et al., 2004), mas
discordam daqueles obtidos por Bernardes et al. (2004) e Cheik (2005), que registraram
ocorréncia de hiperglicemias em ratos tratados com dieta hiperlipidica (Bernardes,
Manzoni et al., 2004; Cheik, 2005). Todavia, todos os estudos que tiveram como resultados
a hiperglicemia foram desenvolvidos em ratos alimentados. Embora os niveis de CT e
TAG seéricos estejam estatisticamente diminuidos nos grupos obesos, 0s mesmos ndo
apresentam alterados quando nos baseamos nos valores de referéncia para ratos (CT: 10-54
mg/dL; (Mitruka e Rawnsley, 1981) e TAG: 26-145 mg/dL ; (Melby Jr. e Altaman, 1977).

A obesidade aumentou os niveis basais de PAM e FC dos animais do grupo
coletivo, 0 que estd em conformidade com estudos de Oliveira Janior et al. (Oliveira
Junior, Oloshi et al., 2009). Com excecdo de alguns estudos, poucos sdo 0s dados
abordando possiveis efeitos da obesidade sobre as respostas cardiovasculares adaptativas
ao estresse. Dentre estes efeitos foram descritos: recuperacdo tardia da frequéncia cardiaca
e da pressdo diastélica pos-estresse em mulheres obesas (Benson et al., 2009) e ratos
espontaneamente hipertensos (Sedova et al., 2004); e aumento da atividade do nervo
simpatico muscular e da resisténcia vascular durante o estresse mental em individuos
obesos (Kuniyoshi et al., 2003). Além disso, a obesidade foi capaz de potencializar a
responsividade ao estresse, evidenciado pela maior variacdo da resposta pressora e
taquicardica no grupo salina e apenas pressora no grupo muscimol. O que sugere que a
obesidade pode alterar significativamente o impacto de experiéncias estressogénicas sobre
0 sistema cardiovascular.

Estudos demonstraram que a microinje¢@o do inibidor neuronal muscimol (agonista
do receptor GABA,) reduz as respostas cardiovasculares (taquicardia e hipertenséo)
produzidas durante o estresse agudo (Soltis e Dimicco, 1992; Stotz-Potter, Morin et al.,
1996; Stotz-Potter; Dimicco, Samuels et al., 2002). Animais que receberam microinjecao

de muscimol no DMH e foram, posteriormente, submetidos ao estresse por jato de ar
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apresentaram atenuacdo da resposta pressora e taquicardica em 68 e 85% respectivamente
(Stotz-Potter, Morin et al., 1996). No entanto, em nosso estudo, apesar da microinjecéo de
muscimol ter reduzido as respostas pressora e taquicardica nos grupos dieta (controle e
obeso), frente a obesidade a mesma promoveu menor reducdo de PAM. Além do mais, no
periodo de recuperacdo o grupo obeso demonstrou-se menos responsivo ao muscimol (nao
reduziu PAM e FC). Sabe-se que na obesidade, os niveis de NPY estdo elevados (Guan,
Yu et al., 1998; Tritos, EImquist et al., 1998; Bi, Ladenheim et al., 2001) e que estes se co-
localizam com as catecolaminas nas fibras nervosas simpaticas perivasculares e na medula
adrenal, contribuindo para o controle pressérico com seu efeito de vasoconstrigdo direta e
potencializagdo do efeito vasoconstritor da adrenalina (Faigal e Shiota, 1997).
Adicionalmente, estudos demonstram que a liberacdo de neurotransmissores pode ser
regulada pela estimulacdo de receptores de NPY em axonios pré-sinapticos (Obrietan e
Van Den Pol, 1966; Walker, Ewald et al., 1988). Segundo Obrietan et al., os efeitos do
NPY, sobre o corpo celular de um neurénio, poderia reduzir a liberacdo de GABA em seu
axonio terminal. Estes autores ainda demonstraram que a atividade gabaérgica mediada
pelo NPY ndo esta restrita ao nucleo supraquiasmatico, atingindo outros neurdnios
hipotalamicos (e.g.: nucleo arqueado), sugerindo que o efeito da ativacdo do receptor de
NPY pode deprimir a atividade GABAérgica em outros neurbnios hipotalamicos que
regulam as varias funcdes dessa regido (Obrietan e Van Den Pol, 1966). Sendo assim, é
plausivel sugerir que uma diminuida atividade GABAGérgica viabiliza um maior ténus
excitatorio (e.g.: pela estimulacdo de receptores glutamatérgicos NMDA e ndo-NMDA).
Essa possivel reducdo na atividade do GABA, seja por diminuicdo da liberacdo deste ou
por alteracdo na sensibilidade ao receptor, possivelmente € a responsavel pelo aumento das
respostas cardiovasculares frente ao estresse, uma vez que, 0 GABA exerce papel critico
no controle de nicleos envolvidos na manutencdo e reatividade simpatica, inclusive no
DMH (Soltis e Dimicco, 1991; Stotz-Potter, Morin et al., 1996; Fontes et al, 2001). Esse
aumento excessivo nas variaveis cardiovasculares, durante o estresse, podem
eventualmente contribuir para o aparecimento de doencas cardiovasculares, ja que
sobrecarregam o sistema. A alteracdo nos parametros basais cardiovasculares também pode
ser explicada por essa possivel alteracdo na reatividade GABAérgica no DMH, uma vez
que sem a influéncia do GABA neste nucleo, durante situacdes de repouso, esse rato
permaneceria em estado de estresse crbénico (i.e leve), novamente sobrecarregando o

sistema (Amiragova, 1985; Leor, Poole et al., 1996; Dimicco, Samuels et al., 2002).
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Quando avaliamos os animais em isolamento social, observamos que em ambos os
grupos individuais, 0 muscimol ndo reduziu a PAM durante todo estresse. Porém, no
inicio, surpreendentemente, aumentou a FC do grupo obeso. Acreditamos as alteracdes dos
parametros cardiovasculares em nosso estudo esteja relacionadas ndo a falta de producéo
de GABAA, mas sim a ndo liberacdo do mesmo pleas vesiculas pré-sinapticas devido as
alteracbes nos canais de calcio dependentes de voltagem. O estresse agudo e,
principalmente, o crénico aumenta a concentracdo de cloreto intracelular que reflete em
uma mudanca de despolarizacdo por eventos sinapticos mediados pelo GABAa, €
enfraquece profundamente a inibicdo sinaptica. De acordo com Holm et al. (2011), ratos
com estresse cronico leve (modelo de depressdo) demonstram uma disfuncdo GABAérgica
hipocampal causada por reducdo na acdo das vesiculas de liberacdo do GABA dependente
de potencial (Holm, Nieto-Gonzalez et al., 2011). Mudancas na probabilidade de liberagédo
podem ser causadas por uma serie de alteragfes subcelulares (e.g.:alteraces nos canais de
calcio dependente de voltagem) (Xie, Li et al., 2007). Além disso, estudos demonstram que
vias neurais ativadas no estresse de restricdo agudo tem como alvo o transportador
aniénico transmembrana KCC2 de comando neuroendocrinos do PVN que controla da
saida do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal. Por comprometer a atividade KCC2, o estresse
aumenta a concentracdo de cloreto intracelular que reflete em uma mudanca de
despolarizacéo por eventos sinapticos mediados pelo GABA,, € profundamente enfraquece
a inibicdo sinaptica. In vivo, isso se traduz em uma completa auséncia do controle
inibitério GABA do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal apds o situacdes de estresse (Hewitt,
Wamsteeker et al., 2009).

Vale ressaltar, que a experiéncia emocional precoce interfere no desenvolvimento
de redes sindpticas excitatdrias no hipocampo de roedores. Secre¢do de corticosterona
associada ao estresse cronico pode alterar a liberacdo de glutamato/GABA que, por sua
vez, como mecanismo de compensacdo, resulta na expressao alterada das proteinas
responsaveis pelo ciclo glutamato/GABA. No entanto, algumas destas alteracfes podem
ser observadas apenas em ratos “idosos” estressados (Martisova et al., 2012). Assim como
0 que vimos sobre o isolamento social, estudos tem demonstrado que a separagdo materna
imita a exposi¢do repetida ao estresse no inicio da vida animais com sinais
comportamentais e neuroendocrino de reatividade ao estresse aumentados quando adultos
(Aisa et al., 2007;. Heim e Nemeroff, 2001; Martisova et al., 2012) ou senescentes (Solas
et al., 2010; Martisova et al., 2012).
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Embora ja esteja bem definido na literatura que a estimulacdo do DMH atraves de
microinjecdo de farmacos antagonistas do receptor GABAA, como a bicuculina metiodide
— BMI resulta em alteracGes cardiovasculares e comportamentais similares aquelas
observadas durante o estresse (e.g: aumento significativo da FC e elevacdo da PA (Shekhar
e Dimicco, 1987; Shekhar, Hingtgen et al., 1987; Shekhar, 1993; Shekhar e Katner, 1995;
Fontes,2001; Tagawa et al., 2001; Da Silva, De Menezes et al., 2003; Da Silva, Menezes et
al., 2006; De Menezes, Zaretsky et al., 2006), quando avaliamos a desinibi¢cdo quimica do
DMH através da microinjecdo de BMI observamos que apenas no inicio do procedimento
ocorre aumento de PAM e FC em ambos grupos dieta. 1sso demonstra que obesidade altera
exarcebadamente a resposta taquicardica a bicuculina, porém néo sustenta essa alteragéo, o
que evidencia sua curta duracdo. Corroborando aos nossos primeiros achados no que se
refere a uma possivel ineficiéncia do GABA e como consequéncia uma sobressalente
resposta excitatéria glutamatérgica. Estudos mostram um colapso no gradiente de cloreto
como resultado de baixa regulacdo do KCC2 leva a uma atividade neuronal sustentada
(Rivera, Voipio et al., 2004). Essa excitabilidade mediada pela ineficiéncia da inibicdo por

GABA poderia explicar a alteracdo basal de PAM e FC nos ratos obesos.
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6 - CONCLUSAO

o Adieta hiperlipidica (45% de lipidio Kcal/g) por 9 semanas, promoveu aumento no
peso corporal, indice de Lee, IA e nos niveis basais da PAM e FC.

e A obesidade potencializou a responsividade ao estresse, evidenciado pela maior
variacdo da resposta pressora e taquicardica quando comparada com 0 grupo
controle.

e Apesar da microinjecdo de muscimol no DMH reduzir resposta pressora evocada
pelo estresse nos grupos dieta, a mesma promoveu uma menor reducdo da PAM
frente a obesidade.

e Em ambos os grupos individual, a microinjecdo de muscimol (100pmol,100nL) no
DMH néo foi eficiente em reduzir a PAM durante todo o periodo de estresse,
porém, surpreendentemente, potencializou a resposta de FC ao estresse no grupo
obeso.

e A microinjegéo de bicuculina no DMH, induziu aumento da PAM e FC em ambos
grupos. Contudo, a obesidade alterou a resposta taquicardica a bicuculina

evidenciada pela reducéo na duracédo desta.

Finalmente, concluimos que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica durante 9
semanas, alterou os parametros cardiovasculares basais, mas principalmente os evocados
pelo estresse agudo, provavelmente, pela interferéncia com a inibicdo do GABAA no
DMH. Nossos achados sugerem que 0S animais obesos possuem uma ineficiéncia na

liberacdo do GABA no DMH o que permite que a resposta excitatoria se sobressaia.
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8 - APENDICES

Figura 24: Fotomicrografia de um corte transversal do cérebro do rato mostrando um sitio de microinjegéo
bilateral no DMH. (A) animal controle coletivo e (B) animal obeso coletivo).Seta indica local da
microinjecéo.

Figura 25: Fotomicrografia de um corte transversal do cérebro do rato mostrando um sitio de microinjecéo
bilateral no DMH. (A) animal controle individual e (B) animal obeso individual. Seta indica local da
microinjecéo.

Figura 26: Fotomicrografia de um corte transversal do cérebro do rato mostrando um sitio de microinjecéo
unilateral no DMH. (A) animal controle coletivo e (B) animal obeso coletivo. Seta indica local da
microinjecéo.
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Tabela 5: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
peso inicial (g) de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
105.5 86.5 101.6 91.9
90.1 90.8 89.0 103.7
101.1 104.8 96.9 88.5
95.0 108.2 92.2 110.4
102.9 102.3 89.1 110.5
91.9 110.3 101.3 100.4
104.0 104.9 90.3 101.3
90.0 105.8 89.6 92.8
93.0 104.6 91.2 92.4
Média £ EPM 97,1+2,09 102,0 £ 2,66 935+1,71 99,10 £ 2,7

n, nimero de animais por grupo.

Tabela 6: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
peso final (g) de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
273.0 308.0 365.0 3455
284.0 337.0 294.0 403.0
296.0 342.0 310.0 330.0
304.0 354.0 325.0 355.0
229.5 308.0 273.0 341.0
282.0 344.5 356.0 328.0
271.0 3495 293.0 356.0
298.0 3215 308.0 356.0
313.0 383.0 324.0 350.0
Média £ EPM 283,4 £ 8,20 338,60 + 7,94* 316,4 + 9,94** 351,6 +7,33"

n, nimero de animais por grupo.

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais; e ** dieta controle
entre 0s grupos isolamento social) revelam diferencas estatisticamente significantes; ANOVA one way, com
pos-teste de Newman-Keuls (p<0,05) para os dados paramétricos e Kruskal-Wallis, com o pods-teste de
Dunns para os dados ndo paramétricos (p<0,05).
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Tabela 7: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
ganho de peso (g) de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
167.5 221.5 263.4 253.6
193.9 246.2 205.0 299.3
194.9 237.2 213.1 241.5
209.0 245.8 232.8 244.6
126.6 205.7 183.9 230.5
190.1 234.2 254.7 227.6
167.0 244.6 202.7 254.7
208.0 215.7 218.4 263.2
220.0 278.4 232.8 257.6
Média £ EPM 186,3 £ 9,54 236,60 + 7,09* 223,00 + 8,51** 252,50 + 7,10

n, nimero de animais por grupo.

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais; e ** dieta controle
entre 0s grupos isolamento social) revelam diferencas estatisticamente significantes; ANOVA one way, com
pos-teste de Newman-Keuls (p<0,05) para os dados paramétricos e Kruskal-Wallis, com o pds-teste de
Dunns para os dados ndo paramétricos (p<0,05).

Tabela 8: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
indice de Lee* de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
0.28 0.29 0.30 0.29
0.27 0.29 0.29 0.32
0.28 0.29 0.29 0.30
0.28 0.30 0.29 0.29
0.27 0.29 0.28 0.29
0.27 0.30 0.30 0.29
0.27 0.29 0.29 0.29
0.27 0.29 0.28 0.30
0.27 0.30 0.29 0.30
Média + EPM 0,27 £ 0,002 0,30 £ 0,002* 0,29 £ 0,002** 0, 30 + 0,003

n, nimero de animais por grupo.

* [peso corporal final(g) ] comprimento nasoanal (mm) x 10

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais; e ** dieta controle
entre 0s grupos isolamento social) revelam diferencas estatisticamente significantes; ANOVA one way, com
pos-teste de Newman-Keuls (p<0,05) para os dados paramétricos e Kruskal-Wallis, com o pds-teste de
Dunns para os dados ndo paramétricos (p<0,05).
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Tabela 9: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
TAB epididimal (g) de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
1.86 4.05 2.37 4.88
2.61 2.90 2.30 4.44
2.12 3.94 1.97 3.96
2.74 3.76 291 4.97
1.18 3.62 1.83 3.08
1.99 4.29 3.66 4.81
1.95 5.69 1.70 3.46
2.33 3.00 1.81 4.35
1.78 5.73 2.50 3.33
Média £ EPM 2,06 £0,16 4,11 £ 0,34* 2,34+£0,21 4,14 +0,24"

n, nimero de animais por grupo e TAB (tecido adiposo branco).

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais) revelam diferencas
estatisticamente significantes; ANOVA one way, com pos-teste de Newman-Keuls (p<0,05) para os dados
paramétricos e Kruskal-Wallis, com o p6s-teste de Dunns para os dados ndo paramétricos (p<0,05).

Tabela 10: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
TAB retroperitoneal (g) de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
3.21 4.53 1.88 3.72
2.13 4.98 2.30 6.98
3.43 5.04 2.36 3.37
3.59 4.21 1.41 8.30
1.23 4.91 1.58 3.26
1.58 9.66 4.10 4.21
1.37 11.73 2.26 5.87
2.46 3.54 3.58 4.95
151 5.85 2.40 4.86
Média £ EPM 2,28+0,31 6,05+ 0,92* 2,43+0,29 5,06 + 0,57 "

n, nimero de animais por grupo e TAB (tecido adiposo branco).

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais) revelam diferencas
estatisticamente significantes; ANOVA one way, com pos-teste de Newman-Keuls (p<0,05) para os dados
paramétricos e Kruskal-Wallis, com o p6s-teste de Dunns para os dados ndo paramétricos (p<0,05).
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Tabela 11: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
TAB inguinal (g) de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
6.64 7.42 4.82 7.27
4.70 7.46 3.78 10.69
7.10 7.09 4.67 5.94
5.13 7.04 4.42 14.83
3.07 7.24 4.83 6.80
4.03 16.26 7.21 6.95
4.59 15.66 4.74 8.60
4.23 7.40 5.55 7.59
3.46 10.07 3.83 6.05
Média £ EPM 4,77 £0,45 9,52 +1,26* 4,87 +0,34 8,30 + 0,95

n, nimero de animais por grupo e TAB (tecido adiposo branco).

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais) revelam diferencas
estatisticamente significantes; ANOVA one way, com pos-teste de Newman-Keuls (p<0,05) para os dados
paramétricos e Kruskal-Wallis, com o p6s-teste de Dunns para os dados ndo paramétricos (p<0,05).

Tabela 12: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
indice de adiposidade™ de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
4.41 5.12 2.58 4.69
3.35 4.48 2.93 5.51
4.38 4.55 2.95 411
3.85 4.29 2.76 8.48
2.41 5.24 3.15 3.96
2.76 8.83 4.47 5.01
2.98 9.50 3.11 5.11
3.14 4.64 3.67 4.85
2.28 5.78 2.80 411
Média £ EPM 3,29+0,26 5,83 +0,65* 3,16 +0,19 5,09 + 0,46 "

n, ndmero de animais por grupo.

**massa gorda (epididimal + retroperitoneal + inguinal) (g) /peso corporal final (g) x 100

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais) revelam diferencas
estatisticamente significantes; ANOVA one way, com po6s-teste de Newman-Keuls (p<0,05) para os dados
paramétricos e Kruskal-Wallis, com o p6s-teste de Dunns para os dados ndo paramétricos (p<0,05).
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Tabela 13: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
TAM (g) de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
0.21 0.41 0.32 0.58
0.23 0.40 0.17 0.63
0.22 0.47 0.33 0.40
0.28 0.42 0.33 0.48
0.21 0.49 0.30 0.34
0.28 0.48 0.33 0.32
0.25 0.47 0.33 0.34
0.41 0.37 0.30 0.55
0.24 0.50 0.29 0.51
Média £ EPM 0,26 £ 0,02 0,45+ 0,02* 0,30 £ 0,02 0,46 +0,04 "

n, nimero de animais por grupo e TAM (tecido adiposo marrom).

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais) revelam diferencas
estatisticamente significantes; ANOVA one way, com pos-teste de Newman-Keuls (p<0,05) para os dados
paramétricos e Kruskal-Wallis, com o p6s-teste de Dunns para os dados ndo paramétricos (p<0,05).

Tabela 14: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre a
glicose (mg/dL) de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual

Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
155.66 169.18 148.43 172.01
151.37 168.24 164.47 146.54
127.96 164.47 151.89 112.46
133.96 161.64 134.35 103.34
146.23 137.69 139.62 157.14
128.93 143.71 143.71 175.79
137.74 138.99 152.52 160.06
135.53 136.48 155.97 154.72
151.26 138.68 120.36 106.08

Média £ EPM 141,0 £ 3,46 151,0 £ 4,80 1457 £ 4,35 143,1+£9,45

n, ndmero de animais por grupo.
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Tabela 15: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o
Colesterol Total (mg/dL) de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
50.20 42.35 57.65 40.00
45.10 49.41 49.41 43.14
46.27 34.12 45.49 21.57
48.23 37.25 60.00 30.20
53.72 40.39 60.00 43.92
48.23 40.00 55.29 57.25
46.67 39.61 53.72 53.33
54.90 34.90 45.88 48.63
49.41 25.10 49.80 45.49
Média £ EPM 49,19 +1,10 38,13 £ 2,21* 53,03+ 1,88 42,61 + 3,69

n, nimero de animais por grupo.

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais) revelam diferencas
estatisticamente significantes;

ANOVA one way, com pés-teste de Newman-Keuls (p<0,05) para os dados paramétricos e Kruskal-Wallis,
com o pos-teste de Dunns para os dados nao paramétricos (p<0,05).

Tabela 16: Efeitos da dieta (controle e hiperlipidica) e do isolamento social (coletivo e individual)
sobre o triacilglicerol (mg/dL) de ratos Wistar por um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle (n=9) Obeso (n=9) Controle (n=9) Obeso (n=9)
65.25 118.44 87.2340 75.1773
47.52 119.86 57.4468 75.8865
66.67 108.51 66.6667 70.2128
55.32 104.25 60.9929 61.7021
63.83 118.44 46.8085 38.2979
67.37 119.15 63.1206 73.7589
68.08 104.25 60.2837 60.2837
49.64 127.66 90.7801 64.5390
73.05 118.44 71.6312 65.9574
Média + EPM 61,86+2,96  11510+2,98*"  67,22+4,70 65,09 + 3,86

n, nimero de animais por grupo.

Caracteres distintos (* dietas intra-grupos coletivos; * dietas intra-grupos individuais) revelam diferencas
estatisticamente significantes;

ANOVA one way, com pos-teste de Newman-Keuls (p<0,05) para os dados paramétricos e Kruskal-
Wallis, com o pos-teste de Dunns para os dados ndo paramétricos (p<0,05).
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Tabela 17: Efeito do consumo de dieta controle e dieta hiperlipidica em grupos de animais criados
coletivamente (3 animais/caixa) ou individualmente sobre a ingestdo alimentar estimada (g) durante um
periodo de 9 semanas.

Controle Coletivo

Semanas 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Primeira 112.03 112.03 112.03 99.74 99.74 99.74 97.80 97.80 97.80
Segunda 131.80 131.80 131.80 127.06 127.06 127.06 126.79 126.79 126.79
Terceira 136.36 136.36 136.36 142.51 142.51 142.51 140.80 140.80 140.80
Quarta 155.93 155.93 155.93 151.42 151.42 151.42 142.22 142.22 142.22
Quinta 152.66 152.66 152.66 157.74 157.74 157.74 139.49 139.49 139.49
Sexta 138.14 138.14 138.14 149.09 149.09 149.09 149.37 149.37 149.37
Sétima 146.66 146.66 146.66 157.81 157.81 157.81 149.40 149.40 149.40
Oitava 144.12 144.12 144.12 167.45 167.45 167.45 154.69 154.69 154.69
Nona 161.66 161.66 161.66 152.14 152.14 152.14 136.08 136.08 136.08

Média £ EPM 149.90 + 5.47

Obeso Coletivo
Semanas 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Primeira 83.00 83.00 83.00 65.48 65.48 68.00 68.00 68.00 85.30
Segunda 77.91 77.91 77.91 79.40 79.40 81.88 81.88 81.88 83.20
Terceira 77.30 77.30 77.30 81.12 81.12 87.51 87.51 87.51 86.20

Quarta 86.59 86.59 86.59 79.73 79.73 85.39 85.39 85.39 84.07
Quinta 95.33 95.33 95.33 83.65 83.65 92.72 92.72 92.72 86.48
Sexta 84.17 84.17 84.17 69.52 69.52 85.79 85.79 85.79 91.88
Sétima 74.52 74.52 74.52 80.20 80.20 93.34 93.34 93.34 94.83
Oitava 73.71 73.71 73.71 92.17 9217 11794 11794 11794  95.07
Nona 82.60 82.60 82.60 93.07 93.07 93.16 93.16 93.16 95.60

Média + EPM 84.31+£2.07

Controle Individual
Semanas 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Primeira 133.67 151.20 14167 9590 12640 120.33 109.1 116.00 109.30
Segunda 139.26  159.13 147.80 117.40 149.00 143.07 129.5 124.00 122.60
Terceira 139.17 17254 153.73 123.13 159.37 16190 1250 139.70 152.30
Quarta 146.60 167.73 165.70 133.37 15453 155.80 1375 150.60 158.30
Quinta 15754 172.00 177.12 17090 14530 159.50 1485 158.80 152.53

Sexta 15299 17283 17215 16950 15428 156.42 136.8 153.15 147.67
Setima 159.14 150.20 165.16 11290 14342 12938 137.1 160.54 151.20
Oitava 164.93 153.94 159.04 13580 159.20 150.30 1416 15750 149.08
Nona 15190 162.33 156.53 139.30 145.10 132.70 150.0 165.40 153.23

Média £ EPM 150.7 + 3.82

Controle Individual
Semanas 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Primeira 90.50 89.17 98.63 85.97 52.66 63.03 68.00 70.70 -
Segunda 79.00 98.13 15320 96.23  101.33  79.57 65.10 86.40 -
Terceira 81.87 91.63 73.14 12583 12260 90.87 64.40 89.90 -

Quarta 7793 100.17 8453 108.47 10130 76.23 84.20 82.70 -
Quinta 73.74 14580 101.08 123.10 10440 90.00 81.60 88.71 -
Sexta 90.96 107.60 118.42 14410 11054 98.50 83.73 84.69 -
Sétima 91.97 11267 116.70 11160 91.36 78.70 82.37 84.40 -
Oitava 89.10 125,66 102.57 122110 98.30 113.20 87.40 78.28 -
Nona 93.63 113.67 99.33 113.20 9040 102.80 102.40 84.63 -

Média £ EPM 96.22 +£2.78

* Diferenca estatistica entre ambos os grupos controle em relagio aos grupos obesos; ANOVA two way, com
pos-teste de Bonferroni (p<0,05).
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Tabela 18: Efeito do consumo de dieta controle e dieta hiperlipidica em grupos de animais criados
coletivamente (3 animais/caixa) ou individualmente sobre a ingestdo calorica (Kcal) durante um periodo de 9
semanas.

Controle Coletivo
Semanas 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Primeira 423.47 42347 42347 377.02 377.02 377.02 369.68 369.68 425.89
Segunda 498.20 498.20 498.20 480.29 480.29 480.29 479.27 479.27  556.23
Terceira 515.44 51544 51544 538.69 538.69 538.69 532.22 53222 512.98

Quarta 589.41 589.41 589.41 57237 57237 57237 537.59 537.59 563.60
Quinta 577.05 577.05 577.05 596.26 596.26 596.26 527.27 527.27 552.64
Sexta 522.17 522.17 52217 56356 563.56 563.56 564.62 564.62 758.15
Setima 554.37 55437 554.37 596.52 596.52 596.52 564.73 564.73 666.64
Oitava 54477 54477 54477 63296 63296 632.96 584.73 584.73 541.94
Nona 611.07 611.07 611.07 575.09 575.09 575.09 514.38 514.38 552.26

Média £ EPM 569.7 + 20.51

Obeso Coletivo
Semanas 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Primeira 399.23 399.23 399.23 31496 31496 327.08 327.08 327.08 410.29
Segunda 37475 37475 37475 38191 38191 393.84 393.84 393.84 400.19
Terceira 371.81 37181 371.81 390.19 390.19 420.92 420.92 420.92 414.62

Quarta 416.50 416,50 416.50 383,50 383.50 410.72 410.72 410.72 404.38
Quinta 458.54 45854 458,54 402.36 402.36 445.98 44598 44598 415.97
Sexta 404.86 404.86 404.86 334.39 33439 412,65 41265 412.65 441.94
Setima 358.44 358.44 358.44 385.76 385.76 448.96 448.96 448.96 456.13
Oitava 35454 35454 35454 44334 44334 567.29 567.29 567.29 457.29
Nona 397.31 397.31 397.31 447.67 447.67 448.10 448.10 448.10 459.83

Média £ EPM 405.5+9.94

Controle Individual
Semanas 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Primeira 505.27 57154 53551 36250 477.79 45485 41240 438.48 413.15
Segunda 526.40 60151 558.68 443.77 563.22 540.80 489.51 468.72 463.43
Terceira 526.06 65220 581.10 46543 60242 61198 47250 528.07 575.69

Quarta 554.15 634.02 626.35 504.14 584.12 588.92 519.75 569.27 598.37
Quinta 59550 650.16 669.51 646.00 549.23 602.91 561.33 600.26 576.56
Sexta 578.30 653.30 650.73 640.71 583.18 591.27 517.10 57891 558.19
Sétima 60155 567.76 624.30 426.76 542.13 489.06 518.24 606.84 571.54
Oitava 623.43 581.89 601.17 513.32 601.78 568.13 53525 59535 563.52
Nona 574.18 61361 591.68 526.55 54848 501.61 567.00 62521 579.21

Média £ EPM 569.7 + 14.44

Controle Individual
Semanas 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Primeira 43530 42891 47441 41351 253.29 303.17 327.08 340.07 -
Segunda 379.99 47200 736.89 462.87 487.40 382.73 313.13 415.58 -
Terceira 393.79 440.74 351.80 605.24 589.71 437.08 309.76 432.42 -
Quarta 37484 48182 406.59 521.74 487.25 366.67 405.00 397.79 -
Quinta 354.69 70130 486.19 592.11 502.16 43290 39250 426.69 -

Sexta 43752 51756 569.60 693.12 531.70 473.78 402.74 407.36 -
Sétima 44237 54194 56133 536.80 439.44 37855 396.20 405.96 -
Oitava 428.57 604.42 493.36 587.30 472.82 54449 420.39 376.53 -
Nona 450.36 546.75 477.78 544.49 434.82 494.47 492.54  407.07 -

Média £ EPM 462.8 + 13.39

Diferenca estatistica entre ambos os grupos controle em relacdo aos grupos obesos; ANOVA two way, com
pos-teste de Bonferroni (p<0,05).
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Tabela 19: Niveis basais de PAM (mmHg) em ratos controles e obesos com ou sem isolamento social
(coletivos ou individuais).

Coletivo Individual
Animal Controle Obeso Controle Obeso
(n=25) (n=28) (n=13) (n=11)

01 114.5 117.3 115.2 124.7
02 108.6 110.1 116.9 118.4
03 101.1 108.3 117.2 111.4
04 103.6 114.9 124.1 111.3
05 112.2 129.7 103.7 119.8
06 104.2 115.6 100.7 123.7
07 115.8 1145 102.5 1115
08 105.7 110.3 114.6 122.7
09 117.4 118.5 121.7 123.7
10 104.6 117.6 113.7 108.9
11 115.0 112.3 107.9 111.6
12 98.4 114.2 120.5

13 105.4 118.7 93.9

14 107.3 100.0

15 110.7 124.5

16 1144 110.1

17 98.2 121.9

18 112.9 107.9

19 112.7 109.1

20 112.9 135.7

21 111.2 112.3

22 1115 121.1

23 1175 107.1

24 110.7 111.6

25 101.3 108.0

26 111.1

27 130.7

28 99.0

Média + EPM 109,1+1,2 114,7 + 1,6* 111,7+25 117,1+19

Valores expressos em média + EPM; n, nimero de animais por grupo; PAM (pressao arterial média).
* Diferenca estatistica da dieta intra-grupos coletivos, teste t de Student ndo pareado (p<0.05).
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Tabela 20: Niveis basais de FC (bpm) em ratos controles e obesos com ou sem isolamento social (coletivos
ou individuais).

Coletivo Individual
Animal Controle Obeso Controle Obeso
(n=25) (n=28) (n=13) (n=11)

01 405.7 450.9 415.4 356.2
02 333.1 387.6 345.8 432.9
03 382.4 3925 326.4 391.8
04 336.6 423.8 383.3 377.1
05 358.6 417.1 357.2 342.7
06 333.7 398.7 409.7 313.7
07 420.5 376.3 331.2 365.8
08 289.4 354.9 357.7 435.3
09 365.6 407.6 345.6 399.1
10 412.3 377.9 406.8 382.4
11 340.9 424.6 404.8 4234
12 328.3 394.9 353.2

13 384.9 360.5 347.0

14 348.4 361.9

15 364.1 346.7

16 362.3 402.4

17 423.4 393.1

18 389.1 386.2

19 407.8 378.1

20 366.0 421.3

21 316.5 403.3

22 406.6 427.4

23 388.6 373.1

24 443.1 365.8

25 349.1 386.2

26 346.3

27 4215

28 417.0

Média + EPM 370,3+7,6 392,8 £5,1* 368,0 + 8,8 383,7+115

Valores expressos em média + EPM; n, nimero de animais por grupo; FC (frequéncia cardiaca).
* Diferenga estatistica da dieta intra-grupos coletivos, teste t de Student ndo pareado (p<0.05).
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Tabela 21: Delta de PAM (mmHg) evocadas pelo estresse de jato de ar em ratos controle e obesos, criados
coletivamente, apds a microinjecdo de veiculo-salina (100nl) e muscimol (100pmol/100nl) no DMH em dias
consecutivos.

3 minutos iniciais de estresse

Controle Coletivo Obeso Coletivo
Salina Muscimol Salina Muscimol
(n=9) (n=9) (n=8) (n=8)

11.4 1.4 18.1 7.8
11.6 8.8 22.6 7.7
14.7 35 14.9 10.1
15.7 7.7 9.1 8.4
115 -0.5 27.4 16.7
45 9.8 11.0 11.8
10.2 5.9 27.0 13.6
15.0 6.2 16.9 10.1
14.9 -2.8
Média + EPM 122+12 44+14" 18424 108+1.1""
3 minutos finais de estresse

Controle Coletivo Obeso Coletivo
Salina Muscimol Salina Muscimol
(n=9) (n=9) (n=8) (n=8)

4.0 -6.1 13.6 2.9
7.3 0.1 12.4 -2.9
6.3 0.3 9.7 3.4
11 4.8 9.3 8.9
10.4 5.8 9.5 9.6
0.3 6.5 2.1 12.7
10.4 5.1 1.1 0.8
20.8 55 8.3 -0.2
7.2 -5.5
Média £ EPM 75+20 1.8 +1.6" 95+1.2 44+19

n, numero de animais por grupo; PAM (pressdo arterial média).

*Diferenca estatistica entre os grupos muscimol em relacdo a dieta, ANOVA two way, com pés-teste de
Bonferroni (p<0,05). # Diferenca estatistica do tratamento intra-grupo controle ou obeso, teste t de Student
pareado (p<0,05).
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Tabela 22: Delta de FC (bpm) evocadas pelo estresse de jato de ar em ratos controle e obesos, criados
individualmente, apds a microinjecdo de veiculo-salina (100nl) e muscimol (100pmol/100nl) no DMH em
dias consecutivos.

3 minutos iniciais de estresse

Controle Coletivo Obeso Coletivo
Salina Muscimol Salina Muscimol
(n=9) (n=9) (n=8) (n=8)

26.2 11.7 112.9 52.2
59.3 57.3 1415 -14.2
20.3 8.2 66.1 51.8
92.9 54.6 58.0 25.0
58.8 -23.6 115.1 55.4
47.6 45.0 95.7 48.2
66.5 334 80.8 19.9
32.2 14.4 80.0 49.3
70.5 -2.9
Média + EPM 52.7+7.8 220+9.1" 93.8+9.9 35.9+ 8.6"
3 minutos finais de estresse

Controle Coletivo Obeso Coletivo
Salina Muscimol Salina Muscimol
(n=9) (n=9) (n=8) (n=8)

72.3 -15.8 111.9 39.8
66.9 15.1 91.6 5.4
-19.9 11.5 23.1 32.2
74.1 11.9 37.3 76.7
97.5 -14.9 47.2 118.1
525 29.2 49.8 74.8
50.0 42.7 62.1 -14.4
-4.4 10.2 79.7 29.3
76.0 -15.2

Média + EPM 51.7+8.3 13.0 + 6.8 62.8 +10.5 452 +15.1%

n, nimero de animais por grupo; FC (frequéncia cardiaca).

*Diferenca estatistica entre os grupos muscimol em relacdo a dieta, ANOVA two way, com pés-teste de
Bonferroni (p<0,01). # Diferenca estatistica do tratamento intra-grupo controle ou obeso, teste t de Student
pareado (p<0,05). & Diferenca estatistica da dieta entre os grupos muscimol, teste t de Student ndo pareado,
(p<0,05).
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Tabela 23: Delta de PAM (mmHg) evocadas pelo estresse de jato de ar em ratos controle e obesos,
criados individualmente, apds a microinjegdo de veiculo-salina (100nl) e muscimol (100pmol/100nl) no

DMH em dias consecutivos.

3 minutos iniciais de estresse

Controle Individual

Obeso Individual

Salina Muscimol Salina Muscimol
(n=7) (n=7) (n=5) (n=5)
10.2 12.6 15.1 9.7
16.5 7.3 14.4 14.4
4.6 6.8 6.4 10.9
15.6 5.2 10.7 5.8
13.0 13.2 1.9 26.3
5.2 8.1
5.7 -19.0
Média + EPM 10.1+1.9 49+4.1 9.7+25 13.4+35

3 minutos finais de estresse

Controle Individual

Obeso Individual

Salina Muscimol Salina Muscimol
(n=7) (n=7) (n=5) (n=5)
3.9 5.2 -0.9 0.6
55 55 3.2 13.8
-1.2 -1.4 -2.4 4.0
17.4 -1.0 10.2 6.1
6.5 11.7 5.1 10.2
3.2 -1.1
4.5 -9.2
Média £ EPM 57+22 14+25 3.0+£2.2 6.9+23

n, nimero de animais por grupo; PAM (pressao arterial média).
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Tabela 24: Delta de FC (bpm) evocadas pelo estresse de jato de ar em ratos controle e obesos, criados

individualmente, ap6s a microinje¢do de veiculo-salina (100nl) e muscimol (100pmol/100nl) no DMH em
dias consecutivos.

3 minutos iniciais de estresse

Controle Individual Obeso Individual
Salina Muscimol Salina Muscimol
(n=7) (n=7) (n=5) (n=5)

36.2 31.2 16.9 21.1
62.3 7.5 63.8 97.5
29.7 -1.0 66. 7 75.5
116.4 -3.0 48.7 63.6
63.6 41.8 35.7 73.8
62.4 3.6
65.8 77.4
Média + EPM 62.4 +10.5 225+11.2 46.4+9.2 66.3+12.6
3 minutos finais de estresse

Controle Individual Obeso Individual
Salina Muscimol Salina Muscimol
(n=7) (n=7) (n =5) (n=5)

-2.0 28.0 -8.0 10.7

9.5 24.3 45.9 100.6
-37.1 -18.7 69.00 22.6
130.4 -4.9 37.2 75.4
36.6 88.6 22.1 132.7
72.2 20.0

55.7 47.6

Média + EPM 37.9+20.7 26.4+13.2 33.2+128 68.4 +23.1""

n, nimero de animais por grupo; FC (frequéncia cardiaca).
*Diferenca estatistica entre os grupos muscimol em relagdo a dieta, ANOVA two way, com pos-teste de

Bonferroni (p<0,01). # Diferenca estatistica do tratamento intra-grupo controle ou obeso, teste t de Student
pareado (p<0,05).
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Tabela 25: Delta de PAM (mmHg) ap6s a microinjegdo de veiculo-salina (100nl)
bicuculina(10pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos.

3 minutos iniciais ap0s microinjecéo

Controle Coletivo Obeso Coletivo
Salina Bicuculina Salina Bicuculina
(n =6) (n =6) (n=7) (n=7)

-1.4 8.5 2.1 14.3
-0.5 19.8 -12.2 19.9
-4.1 8.3 -4.2 14.8
-5.4 14.2 34 3.7
-1.4 -5.7 -8.7 3.9
2.0 5.8 0.6 1.3

4.0 5.9

Média = EPM -1.8+1.1 8.5+35" 21£24 9.1£27"

3 minutos finais ap6s microinjecéo

Controle Coletivo Obeso Coletivo
Salina Bicuculina Salina Bicuculina
(n =6) (n =6) (n=7) (n=7)

2.7 6.6 -11.6 121
1.7 11.6 -4.9 3.6
15 10.8 -5.2 2.2
5.3 7.4 5.7 3.2
3.8 -6.9 -3.6 -0.9
4.4 34 -1.5 -0.9

-4.6 8.8

Média £ EPM 24+12 55+27 -3.6+1.9 40138

n, nimero de animais por grupo; PAM (pressdo arterial média).

*Diferenca estatistica entre os grupos bicuculina em relacdo a dieta, ANOVA two way, com pos-teste de
Bonferroni (p<0,01). # Diferenca estatistica do tratamento intra-grupo controle, teste t de Student pareado
(p<0,05).

e
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Tabela 26: Delta de FC (bpm) ap6s a microinjecdo de veiculo-salina (100nl) e bicuculina(10pmol/100nl) no

DMH em dias consecutivos.

3 minutos iniciais ap6s microinjecao

Controle Coletivo Obeso Coletivo
Salina Bicuculina Salina Bicuculina
(n =6) (n =6) (n=7) (n=7)
-25.2 71.4 -9.9 64.7
-41.8 210.7 -12.4 135.7
-36.2 65.6 -73.2 47.9
-52.5 138.2 -14.9 90.3
-3.5 46.4 -25.0 28.4
11.8 23.1 -27.6 61.9
-34. 8 98.5
Média + EPM -24.6 £10.0 92.6 + 28.4" -28.2+8.2 75.3 +13.5"
3 minutos finais ap6s microinjecao
Controle Coletivo Obeso Coletivo
Salina Bicuculina Salina Bicuculina
(n =6) (n =6) (n=7) (n=7)
-21.7 42.6 -18.0 -1.7
44.6 171.7 10.1 9.6
43.6 114.2 -75.2 15.2
64.8 91.1 10.3 7.8
-35.7 4.9 -32.3 10.2
24.9 25.9 -42.4 36.8
-14.8 10.9
Média + EPM 20.1+16.3 75.1+ 255" -23.2+11.4 12.7+45"

n, nimero de animais por grupo; FC (frequéncia cardiaca).

*Diferenca estatistica entre os grupos bicuculina em relacdo a dieta, ANOVA two way, com pos-teste de
Bonferroni (p<0,01). # Diferenca estatistica do tratamento intra-grupo controle, teste t de Student pareado

(p<0,05).
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