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RESUMO

As alteracOes nos padrbes alimentares decorrentes do aumento no consumo
de gordura satura estdo fortemente relacionadas ao avanco da prevaléncia de
obesidade, ganho de peso e acumulo de tecido adiposo branco visceral (TAB). Estas
alteracdes fisiologicas vem sendo amplamente associadas ao desenvolvimento de
psicopatologias que englobam a disfuncéo cognitiva, estresse pscicoldgico cronico,
depresséao e transtornos de ansiedade. O processo inflamatério desencadeado pela
obesidade em tecidos periféricos atinge também diferentes nucleos do SNC, levando
ao desenvolvimento de neuroinflamacgéo de diferentes nucleos, como o hipotalamico
dorsomedial (HDM). Estudos demonstram que o HDM é ténicamente regulado por
projecdes excitatorias glutamatérgicas e projecdes inibitorias GABAErgicas e que este
esta intimamente envolvido no controle da reatividade cardiovascular ao estresse
emocional, participando também das respostas comportamentais de roedores. O
objetivo deste trabalho foi investigar as alteracdes comportamentais de esquiva
inibitéria e fuga, em animais induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica (DH; 45%
de gordura), por 9 semanas. As alteragcdes comportamentais dos grupos DC e DH
foram avaliadas pelo modelo comportamental no Labirinto em T-elevado (LTE), que
consiste em expor 0s animais no braco fechado (3 tentativas), seguida por exposicéo
ao braco aberto (3 tentativas). Estudos associam a esquiva inibitéria ao
comportamento do tipo ansiedade, e este € analisado com base no tempo que o
animal gasta para sair do braco fechado em cada tentativa. A fuga vem sendo
associada ao comportamento do tipo panico, que é analisada com base no tempo que
o animal gasta para deixar o braco aberto. Os animais foram tratados com veiculo
(PBS), muscimol (agonista GABAa) e bicuculina methiodide (BMI) (antagonista
GABAA) antes do teste no LTE. Demonstramos que o grupo obeso veiculo apresenta
comportamento do tipo ansiedade, com aumento na laténcia de esquiva quando
expostos ao braco fechado do LTE, mas ndo apresentaram comportamento do tipo
panico. O muscimol ndo foi eficiente em reduzir a laténcia de esquiva, mas foi capaz
de aumentar a laténcia de fuga no braco aberto, sugerindo um efeito panicolitico desta
droga. A BMI néo foi capaz de alterar o comportamento de fuga, mas aumentou a
laténcia de esquiva e comprometeu o aprendizado no grupo controle. Este efeito da
BMI né&o foi observado nos animais obesos, reforcando a idéia de que a obesidade

induzida por DH compromete o tonus GABAérgico no HDM.



ABSTRACT

Changes on eating patterns resulting from high consumption of saturated fat are
strongly related to the prevalence of obesity and increased visceral white adipose
tissue, which is an important risk factor in the development of comorbidities, among
them cognitive dysfunction, chronic lack of psychic stress, hypothalamic inflammation,
depression and anxiety disorders. Obesity compromises the regulation of brain nuclei,
among them, the dorsomedial hypothalamus (DMH). It is known that the HDM is
regulated by tonically glutamatergic excitatory projections and inhibitory GABAergic
projections, which are involved in the control of cardiovascular reactivity to stress, as
well as behavioral regulation and states of anxiety disorders. The aim of this study was
to investigate the behavioral changes related to anxiety-like and panic-like disorders in
animals fed a high-fat diet for nine weeks that induced-obesity (HFD 45% fat). For this,
we evaluated the behavioral pattern of obese and control animals in the Elevated T-
Maze (ETM). This test consists of exposing the animals in the enclosed arm (3 trials)
followed by exposure to the open arm (3 trials). The anxiety-like behavior are correlated
to time latency that the animal spends to withdrawl from the enclosed arm on each
trial, and the panic-like behavior is correlated to time latency that animal takes to leave
the open arm. The animals were treat with vehicle (PBS), muscimol (GABAa agonist)
or bicuculline methiodide (GABAa antagonist) before the test in ETM. Our results
showed that the obese animals (treated with vehicle) have an anxiety-like behavior
evidenced by increased time latency in the enclosed arm of the apparatus, when
compared to control animals, however, those animals showed no panic-like behavior.
We also observed that muscimol was not effective in reducing the anxiety-like
behavior, but showed a potential panicolytic action by increasing the time latency spent
by animals in the open arm of the ETM. Treatment with BMI was not effective by
inducing panic-like behavior in animals. However, the control group was induce to
anxiety-like behavior and had impaired learning ability, an effect that was not observe
in obese animals treated with BMI when compared to obese vehicle group, which

confirms the involvement of GABAergic commitment in HDM of these animals.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - A epidemia da obesidade

A obesidade foi reconhecida enquanto doenca em 1948, pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS). Desde entdo, dados demonstram um crescente aumento
na prevaléncia do sobrepeso e da obesidade em diferentes paises atingindo niveis
epidémicos, configurando-se como um grave problema de saude publica. Apesar de
historicamente a obesidade ser uma doenca que acometia paises industrializados,
estudos demonstram seu crescimento em todo o mundo, sendo uma das principais
causas no aumento de morbidade e mortalidade da populacdo (Mitchell & Shaw,
2014). Em 2010, o excesso de peso e a obesidade causaram cerca de 3,4 milhdes de
mortes e uma reducao de 4% da estimativa de vida da populagcdo mundial (Ng e cols.,
2014; Park e cols., 2014). Em 2015, sdo esperados que cerca de 2,3 bilhGes dos
individuos estejam clinicamente definidos com sobrepeso e 700 milhdes com
obesidade (Park e cols., 2014). No Brasil, em 2013, dados do Ministério da Saude
revelam que 51,0 % da populagéo estd acima do peso e destes 17,5% sdo obesos
(Malta e cols., 2014).

O indice de massa corporal (IMC), calculado pela razdo do peso em kg/(altura
em m)2, € o mais utilizado em estudos como indicador da relacéo entre 0 aumento da
variagcdo no peso dos individuos de mesma altura e o ganho de massa gorda, onde o
acumulo excessivo de gordura corporal (IMC > 30kg/m?), é capaz de comprometer a
saude em geral (Amri e cols., 2014). No entanto, o uso do IMC como indicador de
massa gorda corporal € bastante criticado e ja considerado uma ferramenta imperfeita
na categorizacdo da obesidade, ja que dois individuos com o mesmo IMC podem
apresentar percentuais de gordura corporal total distintos, o que viabiliza a utilizagéo
de outras medidas, como por exemplo, a afericdo da circunferéncia da cintura, que se
mostra uma ferramenta eficiente na determinagdo do acumulo de gordura visceral
(Mitchell & Shaw, 2014).

Na literatura existe um consenso acerca da etiologia multifatorial da obesidade
gue envolve fatores histéricos, ecoldgicos, politicos, socioeconémicos, psicossociais,
biolégicos e culturais (Wanderley & Ferreira, 2010). As mudancas nos padrbes

dietético e no estado nutricional da populacdo nas ultimas décadas, onde,
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progressivamente os casos de desnutricdo diminuem em detrimento a um crescente
aumento da prevaléncia da obesidade, sdo importantes na caracterizacdo da
transicéo dos padrdes alimentares (Pereira-Lancha e cols., 2012).

As mudancas neste padrdo e o aumento de massa gorda, estdo fortemente
relacionadas ao novo perfil de patologias que atingem os individuos. Estas alteracfes
geradas pelo consumo de alimentos industrializados afetam diferentes niveis dos
sistemas corporais (cardiovascular, respiratério, circulatério, neuronal e outros) e tém
em comum a obesidade como principal fator de risco, sendo esta condicédo capaz de
potencializar e favorecer o rapido desenvolvimento de alteracbes metabdlicas e
comorbidades, tais como diabetes, hipertensédo arterial, doenga coronariana,
dislipidemia, apneia obstrutiva do sono, esteatose hepatica, cancer, disfuncéo
cognitiva, estresse psicoldgico cronico, inflamacéao crénica de baixo grau, inflamacéao
hipotalamica, depressao e transtornos de ansiedade (Mitchell e cols., 2011; Ryan e
cols., 2012; Tryon e cols., 2013; Mather e cols., 2009).

1.2 — Obesidade induzida por Dieta Hiperlipidica

A ingestdo excessiva de calorias € a principal causa no aumento de massa
gorda e no desenvolvimento da obesidade nos individuos (Velloso, 2009). Estudos
epidemioldégicos em humanos apontam que existe uma relacdo positiva entre a
quantidade de energia ingerida na dieta proveniente de fonte lipidica (densamente rica
em calorias), o ganho de peso corporal e a classificacdo clinica de obesidade da
populacao (Lissner e cols., 2008; Lissner e cols., 1987).

A partir destas observacdes, estudos em animais demonstraram que as dietas
hiperlipidicas (DH) séo eficientes em induzir a obesidade (Pereira-Lancha e cols.,
2012). A utilizacéo destas dietas em modelos animais teve inicio na década de 1940,
com a utilizacao de uma mistura semiliquida extremamente rica em lipidios, onde 70%
das calorias totais eram provenientes desta fonte (Samuels e cols., 1948). Em geral,
as DH contendo mais de 30% do total de calorias de fonte lipidica sédo capazes de
induzir a obesidade e as ragOes utilizadas em pesquisas variam entre os diferentes
laboratérios, sendo a composi¢cdo de macronutrientes, densidade de energia e suas
propriedades sensoriais diferentes entre si (Lai e cols., 2014). No entanto, as DH
possuem uma composicdo lipidica padrdo que varia entre 30% e 60% do total de
calorias, apresentando diferentes concentracbes de acidos graxos saturados,
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monoinsaturados e poliinsaturados, geralmente oriundos de ingredientes tais como,
manteiga, banha de porco, 6leo de milho, soja, azeite, amendoim, manteiga de cacau
e Oleo de peixe (Hariri & Thibault, 2010). Em estudo realizado por Abreu e cols., foi
demonstrado que a racdo hiperlipidica produzida com 45% de calorias totais
proveniente de fonte lipidica saturada (banha de porco), foi eficiente em induzir a
obesidade, por meio do ganho de peso, aumento da variacdo do indice de
adiposidade, e ainda por promover o aumento dos tecidos brancos adiposos
epididimal, retroperitonial e inguinal (Abreu e cols., 2014).

Recentemente, alguns autores propuseram que a composi¢cao dos &cidos
graxos presentes na dieta podem desempenhar diferentes fungdes frente a regulacéo
do peso corporal, no volume e no numero de células do tecido adiposo, afetando
diretamente o desenvolvimento e a nocividade da obesidade. As diferencas estruturais
destes &cidos graxos — comprimento da cadeia carbénica, grau de insaturacao e a
localizacdo das duplas ligacdes — parecem afetar o metabolismo relacionados a
oxidacdo e a sua taxa de deposicao (Rosini e cols., 2012; Moussavi e cols., 2008).

Estudos realizados em humanos e em animais demonstraram que 0s acidos
graxos saturados sao mais obesogénicos, promovendo um maior aumento do tecido
adiposo em um menor periodo (Kien e cols., 2005; Delany e cols., 2000). Animais
alimentados com DH ricas neste tipo de gordura apresentaram uma maior
concentracdo de células adiposas hipertroficas (que sédo precursoras da hiperplasia
deste tecido), demonstrando assim que este tipo de gordura é capaz de gerar uma
obesidade mais severa e nociva (Storlien e cols., 2001). Esta capacidade dos acidos
graxos saturados de se acumular faz com que este seja pobremente mobilizado para
gerar energia, permanecendo acilado na forma da triacilglicerois, facilitando seu
armazenado nos adipdcitos. Em contrapartida, os acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) e monoinsaturados (MUFA) sdo mais rapidamente utilizados na geracao de
energia e consequentemente menos utilizados como estoque nos adipdcitos (Hariri &
Thibault, 2010). Neste sentido, observa-se que o contetdo energético efetivo de uma
dieta é maior quando em sua formulacdo existe uma grande porcentagem de acidos
graxos saturados (SFA), por estes apresentarem uma menor taxa de oxidacéo
associada ao tamanho de sua cadeia carbonica, além disso, estes SFA, ao contrario

dos acidos graxos insaturados (PUFA e MUFA), também diminuem a termogénese e



nao sdo capazes de suprimir a expressdo da transcricdo de genes lipogénicos
(Moussavi e cols., 2008; Hariri & Thibault, 2010).

Diante do exposto, o consumo de dietas ricas em gorduras (em especial as
SFA), € um dos principais fatores ambientais predisponentes ao desenvolvimento da
obesidade, que por sua vez, favorece a reatividade de processos inflamatorios, tanto
em tecidos periféricos quanto em importantes regides encefalicas e nucleos
hipotalamicos, que em resposta as injurias inflamatorias desenvolvem resisténcia
molecular e funcional a horménios regulatérios, tais como leptina e insulina,

provocando altera¢des na regulacdo do balango energético (Milanski e cols., 2009).

1.3 — Hipotalamo Dorsomedial

A homeostase energética do organismo é rigorosamente regulada pelo sistema
nervoso central (SNC) (Schwartz & Porte, Jr., 2005). Diversas evidéncias indicam que
o encéfalo é capaz de processar as informacfes a partir de sinalizacdes aferentes
iniciadas nos tecidos e 6rgaos, como por exemplo no tecido adiposo, liberando na
circulacdo hormonios tais como leptina e insulina (proporcionalmente ao total de
massa gorda corporal), promovendo a regulagdo de um importante mecanismo de
controle da entrada de nutrientes (glicose e acidos graxos livres) nas ceélulas, como
demonstrado na Figura 1 (Schwartz & Porte, Jr., 2005; Suzuki e cols., 2010).

O apetite e a ingestado de alimentos sao controlados por conexdes neuronais
entre o hipotalamo, tronco cerebral e centros corticais. O hipotalamo é tido como o
“centro do apetite”, e regula diretamente a percepgdo de fome, o comportamento
relativo a ingestdo de alimento e o balanco energético do organismo (Suzuki e cols.,
2010; Jauch-Chara & Oltmanns, 2014). A principal hipétese sistémica sobre esta
regulacéo relaciona-se a sinalizacédo gerada pelos amplos estoques de gordura nos
adipdcitos e a disponibilidade de nutrientes, que levam a inibicdo do consumo de
energia e da producdo enddgena de glicose, e simultaneamente a um aumento do
gasto de energia com consequente mobilizacdo das reservas de gordura. Em
situacdes responsivas nao patologicas o encéfalo detecta se o teor de energia do
corpo e a disponibilidade de nutrientes sdo suficientes, e sistematicamente o
organismo armazena o0 excesso de energia (na forma de massa gorda) e inicia uma

resisténcia ao excesso de nutrientes, tais como glicose (Schwartz & Porte, Jr., 2005).
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O hipotdlamo é uma estrutura encefalica bem descrita anatomicamente,
basicamente composta por trés diferentes zonas longitudinais (periventricular, medial
e lateral) e dividida por quatro regides rostro-caldais (preoptica, anterior, tuberal e
mamilar). A zona medial do hipotalamo, consiste em uma série de grupos celulares
bem definidos, que de acordo com evidéncias estdo fortemente envolvidas nas
respostas de comportamento motivado (Canteras, 2002).

Nutrient-related Circulating
signals (e.g. FFA) nutrients

Glucose production

v .
-

Energy balance

Food Energy
intake expenditure Body fat mass
pI e
B L b
aff )
Adiposity-related |
signals (leptin, insulin) € T f

Figura 1. Modelo descritivo da homeostase energética, metabolismo hepético da glicose, sinalizagédo
de nutrientes e sinalizacdo mediada pelos adipdcitos. Os sistemas neuronais, dentre eles o hipotalamo,

geram respostas aos estimulos hormonais e ao aporte de nutrientes (Schwartz & Porte, Jr., 2005).

O grupo de células hipotalamicas objeto de estudo neste trabalho foi o
hipotalamo dorsomedial (HDM), que esta localizado adjacente ao terceiro ventriculo,
caudal e ventral ao nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), dorsal ao ndcleo
ventromedial (VMH), ventral a zona incerta. Suas bordas laterais e caudais ndo sao
bem distinguidas. Lateralmente, o DMH é circundado pela regido perifornical da area
hipotalamica lateral, e seu limite caudal termina no ndcleo periventricular posterior
(Fontes e cols., 2011) (Figura 2).

Estudos ressaltam a importancia do HDM na regulacéo de diversas respostas
fisiolégicas, como, reproducdo, ingestdo de alimentos, modulacdo enddcrina e
autondmica, na regulagcdo do ciclo circadiano e termogéneses (Zaretskaia e cols.,
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2008; Martinez e cols., 2008; Thompson & Swanson, 1998). Outra importante
participacdo deste ndcleo se dad em relagdo ao seu envolvimento nas repostas
comportamentais, onde diversas evidéncias destacam sua participacao na reatividade
ao estresse emocional, respostas defensivas, integracdo de respostas inatas,
formacao de memadria ao medo, e nos transtornos de ansiedade (Johnson & Shekhar,
2006; Nascimento e cols., 2010; Bergado-Acosta e cols., 2014).

Bregma-3.1 mm Bregma-3.4 mm

Figura 2. Representagéo da localizacdo do hipotalamo dorsomedial. (A) Localiza¢&@o diencefélica do
hipotadlamo de ratos e de corte sagital demonstrando a localizagdo HDM (Johnson & Shekhar, 2012;
Sokolowski & Corbin, 2012). Adaptado. (B) Diagrama dos principais ndcleos hipotalamicos. lll: terceiro
ventriculo; DMN: nlcleo hipotalamico dorsomedial; DMC: por¢do compacta do nicleo hipotalamico;
DMD: porc¢éo difusa do nucleo hipotalamico; PH: &rea hipotalamica posterior; VMH: nucleo hipotalamico
ventromedial; f: férnix; MT: trato mamilotalamico; LH: hipotalamo lateral; DA: area hipotalamica dorsal;

ARC: nucleo hipotalamico arqueado (Fontes e cols., 2011).

O SNC, bem como os nucleos hipotalamicos sao tonicamente regulados pelo
acido a-amino-butirico (GABA) (Mohler, 2012; Dimicco e cols., 2002). O GABA, que é
8



gerado a partir do glutamato pela enzima acido glutamico descarboxilase (GAD) € o
principal neurotransmissor inibitério em mamiferos, e parece desempenhar um papel
fundamental na formacédo das respostas de medo, incluindo sua aquisicéo, tempo de
armazenamento e subsequente modulacdo. Os neurbnios GABAérgicos estao
diretamente envolvidos nos circuitos relacionados a resposta de medo durante o
estresse emocional/ambiental, e 0 comprometimento deste mecanismo parece estar
envolvido em transtornos de ansiedade, tanto em roedores quanto em humanos
(Bergado-Acosta e cols., 2014). O glutamato, que também exerce papel fundamental
na regulagdo ténica dos nudcleos hipotalamicos, é o principal neurotransmissor
excitatorio do SNC, e alteracbes da homeostase deste estdo fortemente associadas
as fisiopatologias neurodegenerativas (Pocock & Kettenmann, 2007).

Em estudo realizado por Abreu e cols., foi avaliado se as alteracdes na
composicdo da dieta de ratos poderiam relacionar-se com as alteragdes
neuroenddcrinas, e ainda se a obesidade induzida por DH (45% de gordura), seria
capaz de comprometer os mecanismos de controle regulatorios da reatividade
neuronal mediado pelo HDM nas respostas cardiovasculares frente ao estresse
emocional (modelo de estresse por jato de ar comprimido). Neste estudo, a inibicéo
quimica bilateral do HDM realizada por meio da microinjecdo de agonista GABAAa
muscimol, mostrou-se ineficiente em conter o aumento da pressado arterial média
(PAM), bem como de sustentar a resposta inicial de reducéo da frequéncia cardiaca
(FC) em animais obesos. Por outro lado, a desinibicdo quimica dos receptores GABAa
no HDM realizado por meio de microinjecdo unilateral do antagonista GABAA,
bicuculine methiodide (BMI), foi eficiente em aumentar a PAM e a FC, no entanto, este
aumento foi exacerbado e de curta duracdo em animais obesos. Neste sentido,
observou-se que os animais induzidos a obesidade por DH apresentaram um maior
aumento da resposta taquicardica a BMI, ou seja, estes animais desenvolveram uma
maior sensibilidade a resposta excitatéria glutamatérgica durante o estresse
emocional, sendo este um possivel efeito do comprometimento gerado pela obesidade
na regulacdo GABAérgica no HDM destes animais (Abreu e cols., 2014).

O HDM é tido como uma regidao critica na regulacdo e coordenacdo das
respostas autondmicas associadas a excitacdo emocional, reacdo de defesa e
comportamentos de “luta ou fuga” (Johnson & Shekhar, 2012). Esta regido encefalica,

guando estimulada, gera aumento da frequéncia cardiaca, respiratoria, e outros sinais



de excitacdo autondémica, tais como sentimentos de apreensdo e medo (Shekhar,
1993). Estudos demonstram que o0 neurotransmissor inibitério GABA, exerce um
importante papel na regulacédo do centro cardio-estimulatorio no HDM, e o bloqueio
desta regido induz, além de alteracdes cardiovasculares, respostas comportamentais
aversivas de fuga/evasdo e aumento da ansiedade experimental no teste de “conflito”
(Shekhar e cols., 1990). Em contrapartida, o aumento de GABA e o adequado
funcionamento de seus receptores GABAAR no HDM, sdo capazes de reduzir este
tipo de aversdo, e ainda regular o comportamento do tipo ansiedade (resposta
complexa expressa pela apreensdo psicolégica e excitacao fisioldégica) no teste do
Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Estes dados sugerem que 0S neurdnios
GABAérgicos no HDM estdo envolvidos em uma série de respostas fisioldgicas e

comportamentais associadas a ansiedade e ao estresse (Shekhar, 1993).

1.4 — Transtornos de Ansiedade

A ansiedade € um termo genérico que descreve subjetivamente uma grande
variedade de diferentes estados mentais, que normalmente surgem em resposta a
algum tipo de estresse externo ou interno. Em casos onde ocorre uma reposta em
momentos inapropriados, ou onde ndo ha um sentido real de ameaca, e ainda, quando
existe uma constante ativacao responsiva excitatdria injustificada, causando prejuizos
ao individuo, entdo, clinicamente estes casos se enquadram em algum provavel tipo
de transtorno de ansiedade (Terlevic e cols.,, 2013). As principais estruturas
responsaveis pelo processamento e avaliagdo dos estimulos estressores, e
organizacdo adequada de respostas fisioldgicas e comportamentais sdo a amigdala,
insula, matéria cinzenta periaquedutal, locus coeruleus e hipotalamo (Etkin, 2010). Os
transtornos de ansiedades sdo formados por uma extensa variedade de patologias
neuropsiquiatrica, dentre as quais, recebem destaque o transtorno generalizado de
ansiedade (GAD), transtorno compulsivo obsessivo (TOC), transtorno de panico (TP),
transtorno depressivo (TD), estresse agudo e pds-traumatico e fobias (Pinheiro e cols.,
2007).

Existe um grande interesse em novas pesquisas que utilizem diferentes
modelos de ansiedade, que sejam capazes de diferir, estimulos ansiogénicos inatos
e aprendidos dos animais, e os efeitos responsivos evocados em funcdo da

administracao de drogas. Neste sentido, os diferentes tipos de modelos de ansiedade
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gue vem sendo utilizados atualmente, propdem instigar os diferentes tipos de medos,
com diferentes demandas e estimulos dos circuitos neuronais (Silveira e cols., 2001).

A grande maioria de testes de ansiedade sdo validados apenas por meio de
medidas comportamentais, e muitas vezes 0s comprometimentos fisioldgicos
decorrentes da ansiedade nem sempre séo avaliados. No entanto, para estabelecer
uma correlagcédo mais forte entre os comportamentos de ansiedade e as altera¢des nas
respostas fisiologicas ao estresse, é importante 0 uso de tratamentos que exer¢cam
efeito sobre estes dois parametros (Shekhar, 1993). De fato, estudos ja demonstraram
que a administracdo de agonistas glutamatérgicos no hipotdlamo e de antagonistas
GABAEérgicos nesta regiao, sdo capazes de induzir o comportamento de fuga, reacéo
de defesa e excitacdo autondmica, semelhantes as respostas presentes em animais
gue sdo expostos as ameacas haturais. Ainda neste sentido, Da Silva e cols.,
observaram os efeitos da ativagao dos receptores GABA/Benzodiazepinas (BZD) no
hipotdlamo ventromedial, em relacdo ao comportamento de animais submetidos ao
teste de ansiedade no Labirinto em T-elevado (aparato que permite mesurar dois
diferentes tipos de comportamentos — esquiva inibitéria e fuga). O comportamento de
esquiva inibitéria (ou de evitar algo), mensurada neste teste tem sido associada aos
comportamentos do tipo ansiedade generalizada. Em contrapartida o comportamento
de fuga (ou tentativa de evaséo) tem sido associado ao comportamento do tipo panico
(ataques de panico). Neste estudo, observou-se que a ativacdo quimica do receptor
GABAA, e do receptor GABAs por muscimol e midazolam respectivamente,
promoveram uma reducdo do comportamento do tipo péanico (efeito panicolitico) e
uma melhora no comportamento do tipo ansiedade (efeito ansiolitico) (da Silva e cols.,
2011).

Diversos estudos sugerem que as anormalidades encefalicas dos
neurotransmissores, GABA e glutamato sdo de extrema relevancia na fisiopatologia
do desenvolvimento de transtornos de ansiedade (Shekhar e cols., 2006). Evidencias
demonstram que o aumento nos niveis de GABA no HDM relaciona-se com a
diminuicdo da ansiedade, e contrariamente, o comprometimento da sintese deste
neurotransmissor gera um aumento do comportamento de panico, decorrente do
predominio excitatério da via glutamatérgica nesta regido. Este contraste
comportamental gerado pelas alteracbes GABAérgicas, seja por bloqueio e/ou

inibicdo GABA, ou por inducéo da disfun¢cdo do HDM, sugere um envolvimento critico
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deste ndcleo na modulagédo dos comportamentos do tipo ansiedade generalizada e do
tipo panico nos diferentes modelos animais (Freitas e cols., 2009; Shekhar, 1993).

1.4.1 — Transtorno Generalizado de Ansiedade

O transtorno generalizado de ansiedade (TGA) é o mais prevalente dentre os
demais, sendo capaz de comprometer cerca de 5% do tempo total de vida dos
individuos que apresentam esta patologia, além de gerar um impacto significativo aos
sistemas de saude (Hoffman e cols., 2008). O TGA é caracterizado pela apreenséo e
preocupacdo cronica, excessiva e incontrolavel sobre os diferentes assuntos e
situacdes, causando sofrimento, incapacidade funcional, agitacdo, sentimento de
limitacdo, fatiga, dificuldade de concentracdo, irritabilidade, tensdo muscular e
perturbacdo do sono. Estes efeitos levam a uma importante diminuicdo da
produtividade dos individuos e causa um decréscimo em sua qualidade de vida.
Diferentes modelos cognitivos vém sendo estudados afim de propor um melhor
entendimento no desenvolvimento e manutencdo dos estados de TGA (Whooley,
2010; Mochcovitch e cols., 2014).

1.4.2 — Transtorno de Panico

O transtorno de panico (TP) atinge aproximadamente 8% da populacéo, sendo
que suas manifestacdes se dao, geralmente no final da adolescéncia até por volta dos
30 anos de idade. O TP, é caracterizado por recorrentes ataques subitos de
ansiedade, que resultam em preocupacdo, medo, e ansiedade de que os ataques
acorram novamente, impactando negativamente a vida do individuo. Estudos
demonstram que o TP coexiste com 0s transtornos depressivos, favorecendo assim,
uma diminuicdo da qualidade de vida e deficiéncia cognitiva funcional (Lee e cols.,
2014). Neste transtorno, os individuos que sao afetados interpretam as sensacoes
corporais, tais como, taquicardia, ondas de calor e tonturas, como indicativo de uma
catastrofe iminente, como por exemplo, ter um ataque cardiaco. Estudos que utilizam
modelos psicologicos de transtorno de panico observam que estas interpretacoes
distorcidas servem, principalmente, para manter a doenca. Ou seja, esses modelos

postulam que, os individuos que sofrem de TP, ao interpretar as sensagfes corporais
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automaticamente como sendo uma ameaca, incitam um circulo vicioso que culmina

impreterivelmente nos ataques de panico (Woud e cols., 2014).

1.4.3 — MemOaria

A percepcao ao medo esta programada de maneira inata nos animais, e € bem
conservada entre as espécies. Mesmo assim, sugere-se que ainda exista um grande
potencial de percepcao em relagdo ao aprendizado, tanto em humanos quanto em
outras espécies, frente aos perigos iminentes de predadores naturais e ameacgas
ambientais. Estudos demonstram que de fato existe uma associacdo da memoéria do
medo e o desenvolvimento dos transtornos de ansiedade. A compreensao dos
mecanismos neurobiolégicos que estdo envolvidos na constituicdo da memaria ao
medo por um longo periodo bem como o seu enfraguecimento sao de grande interesse
atualmente (Phelps & LeDoux, 2005; Kindt, 2014; Mineka & Zinbarg, 2006). No
entanto, o problema dos transtornos de ansiedade ndo sdo as memdrias inatas e
adquiridas ao medo, e sim o medo persistente aos estimulos e contextos ja

conhecidos, onde ndo h& um perigo real (Kindt, 2014).

1.5 — Hipotalamo Dorsomedial e alteracdes comportamentais

A constatacdo de que cada transtorno de ansiedade envolve um conjunto
particular de sistemas neurobioldgicos, leva a diferentes abordagens, que devem ser
aplicadas de forma especifica a cada um deles (Pinheiro e cols., 2007).

Os receptores GABAA do HDM sao responsaveis por regular tanto as respostas
cardiovasculares ao estresse, quando as alteragcdes comportamentais nos transtornos
de ansiedade (Shekhar, 1993). Varios estudos suportam evidéncias de que o HDM
estd intimamente envolvido na organizacdo das reacfes defensivas em modelos
animais (Jardim & Guimaraes, 2001) e gque ratos expostos a modelos de ansiedade
apresentam um aumento dos niveis de catecolaminas (Sajdyk e cols., 1997), além
disso, o bloqueio dos receptores GABAAR no HDM provocam um aumento nos niveis
de corticosterona e de ACTH plasmaticos (Keim & Shekhar, 1996), a presenca de
lesbes neste nucleo geram efeitos comportamentais ansioliticos (Inglefield e cols.,

1994), e a exposicao de animais aos testes comportamentais de ansiedade induzem
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a expresséao de c-Fos neste nucleo (Beckett e cols., 1997). O HDM esta envolvido na
modulacgéo direta da neurotransmisséo mediada por GABA, e o tratamento com o seu
agonista € capaz de controlar a ansiedade, bem como de reduzir os comportamentos
aversivos gerados por estimulacéo elétrica (Silveira & Graeff, 1992)

Em estudo realizado por Shekhar, foi avaliado as diferentes alteragdes
comportamentais de ratos submetidos ao teste no LCE, apds a estimulacdo, e o
bloqueio do HDM. Neste estudo, os dados obtidos mostraram que a microinjecéo do
agonista GABAA no HDM de ratos € capaz de diminuir o nivel de ansiedade, devido
ao fato de que nestes testes 0os animais gastaram um maior tempo explorando os
bracos abertos do aparato, e também por entrarem mais vezes neste mesmo brago,
permanecendo um menor periodo de tempo no braco fechado. Em contrapartida, os
animais que foram submetidos ao tratamento com antagonistas GABAa, BMI e
picrotoxina, exploraram durante um menor periodo os bragos abertos do LCE,
sugerindo um aumento do comportamento de ansiedade (Shekhar, 1993).

Em estudo conduzido por Nascimento e cols., foram realizados testes para
avaliar as reacbes de defesa e fuga em animais tratados com agonista GABAAa
muscimol no HDM e posteriormente submetidos ao teste no LTE. Observou-se que 0s
animais tiveram o comportamento de fuga prejudicado, o que sugere um efeito
ansiolitico/panicolitico desta droga (Nascimento e cols., 2010).

Diversos estudos associam o0 comprometimento ou o0 blogueio do
neurotransmissor GABAA no HDM de animais ao prejuizo autonémico e respiratorio
que gera respostas semelhantes as observadas durante ataques de péanico em
humanos (Johnson & Shekhar, 2006; Johnson & Shekhar, 2012). Tendo entdo, o HDM
como uma regido encefalica que controla as respostas relacionadas aos transtornos
de ansiedade, dentre eles 0 comportamento do tipo panico, entdo a disfuncéo deste
ndcleo em animais é um provavel fator de susceptibilidade de modelos animais ao
desenvolvimento deste transtorno, o que é sustentado pelas respostas de excitacao
fisiolégica gerada por infusdo de lactato de sodio (NaLac) em animais com
comprometimento do HDM, e que apresentam comportamento clinico semelhante aos
estudados em humanos com esta patologia (Johnson & Shekhar, 2012).

Neste contexto, estudos farmacologicos e genéticos associaram o déficit do
neurotransmissor inibitorio GABA no encéfalo de mamiferos ao aumento dos

comportamentos do tipo ansiedade (Holm e cols., 2011). Além disso, um grande
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namero de evidéncias sugere que exista uma relacdo positiva entre a obesidade, as
alteracdes de humor e os transtornos de ansiedade (Smits e cols., 2010). Estudos
demonstram ainda que, a obesidade induzida por DH provoca um aumento expressivo
de citocinas pro-inflamatorias (fator de necrose tumoral — TNF-a e interleucina-IL1[3)
no hipotdlamo de roedores. Evidéncias clinicas sugerem que esta inflamacao néo
atinge apenas tecidos periféricos, mas também esta associada com o aumento da
vulnerabilidade do SNC por estes estes animais desenvolverem um processo de
astrogliose reativa (hipertrofia e hiperplasia das células neuronais — astrécitos e glia)
em diferentes nucleos encéfalo, dentre eles o HDM. Esta alteracdo anatdmica das
células neuronais promove uma reducao do ténus inibitério GABAérgico, além de ser
caracteristica de diversas neuropatias, dentre elas o acidente vascular cerebral, a
doenca de Alzheimer, de lesdes na medula espinhal e traumas encefalicos (Buckman
e cols., 2013; Ortinski e cols., 2010).

O modelo experimental de obesidade induzida utilizada por Abreu e cols., foi
eficiente em demonstrar que os animais obesos apresentaram uma maior reatividade
ao estresse emocional (alteracdo de PAM e FC), possivelmente por um
comprometimento GABAérgico no HDM ocasionado pelo consumo da DH (45% de
gordura) (Abreu e cols., 2014). Diante do exposto, nosso intuito neste trabalho foi
investigar se a obesidade induzida por DH (45% de gordura) compromete a regulacao
exercida pelo HDM em niveis capazes afetar os comportamentos de esquiva inibitoria
(relacionado as alteracdes do tipo ansiedade) e fuga (relacionado as alteracdes do

tipo panico) de animais testados no Labirinto em T-elevado.
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2 - OBJETIVOS
2.1 - Geral

Investigar se a obesidade induzida por dieta hiperlipidica compromete a
regulacdo GABAérgica exercida pelo HDM favorecendo alterac6es no comportamento
de esquiva inibitoria (alteracfes do tipo ansiedade) e fuga (alteracdes do tipo panico).

2.2 — Especificos

Validar a eficacia da dieta hiperlipidica na inducédo da obesidade em ratos por

meio da quantificacdo dos tecidos adiposo epididimal, retroperitonial e inguinal,

Avaliar se a obesidade é capaz de induzir alteracbes comportamentais (esquiva
inibitoria, fuga e memdria) por meio do teste comportamental no Labirinto em T-

elevado;

Avaliar o efeito da inibicdo quimica bilateral do HDM sobre os comportamentos

de esquiva inibitoria, fuga, atividade locomotora e aquisicdo da memoria;
Avaliar o efeito da desinibicdo quimica unilateral do HDM sobre os

comportamentos de esquiva inibitéria, fuga, atividade locomotora e aquisicdo da

memoria;

16



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Modelo Animal

Neste trabalho foram utilizados 71 ratos Wistar, com aproximadamente
100+10g provenientes do Centro de Ciéncias Animal da Universidade Federal de Ouro
Preto (CCA/UFOP). Todos os animais foram alojados coletivamente em caixas de
acrilico com dimensdes de 41x34x17cm (maximo de 4 animais por caixa). Estes
animais permaneceram no CCA/UFOP durante nove semanas (relativas ao protocolo
nutricional) e apos este periodo foram transferidos para o biotério de manutencéo
anexo ao Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular. Durante todo o periodo os animais
foram mantidos sob temperatura controlada (23 + 1°C), sob um ciclo claro/escuro de
12 horas e acesso ad libitum a agua e racdo. Todos os animais utilizados e os
procedimentos neles aplicados foram previamente aprovados pelo Comité de Etica da
UFOP por meio do protocolo CEUA/UFOP n° 2013/33 de acordo com as diretrizes da
Lei 11.794 (Lei Arouca), e regulamentados pelo Guia de Uso e Cuidado de Animais

de Laboratério do National Research Council, EUA.

3.2 — Dietas

Os animais foram separados em dois grupos dietéticos e alimentados com
diferentes ragdes. Animais controle tiveram livre acesso a ragdo comercial NUVILAB®
(11% kcal/g de lipidio) que apresenta a seguinte composi¢éo nutricional: 19,0% de
proteina, 56.0% de carboidrato, 3.5% de lipidios, 4.5% de celulose, 5.0% de vitaminas
e minerais e um total de calorias equivalente a 378 kcal/100g. Os animais induzidos a
obesidade tiveram livre acesso a DH (45% Kcal/g de lipidio), desenvolvida pelo
Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular, com base na formula D12451 do laborat6rio
Research Diets, Inc., sendo o total de calorias da sua composi¢cao equivalentes a 481
kcal/100g (Abreu e cols., 2014). A dieta foi produzida pela empresa PragSoluctes
Biociéncias, Comércio & Servigos Ltda., de acordo com a composi¢cdo quimica e
nutricional (Tabela 1) pré-estabelecidas por nosso grupo de pesquisa. Por se tratar de
uma formulagéo perecivel a mesma permaneceu armazenada em freezer (-20°C) até

sua utilizacao.
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Tabela 1. Composicdo quimica da dieta hiperlipidica com 45% kcal/g

Ingredientes a/kg Kcal/
Colina 2,5 0
Mix de Vitaminas (AIN 93)! 10,0 0
Mix de Minerais (AIN 93)2 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

IMistura de minerais (g/Kg de mistura): NaCl — 139,3 / KI — 0,79 / MgS04.7H20 - 57,3 / CaCO3 —
381,4 / MnS04.H20 - 4,01 / FeS0O4.7H20 - 27,0 / ZnS0O4.7H20 - 0,548 / CuS0O4.5H20 — 0,477 /
CoCI2.6H20 - 0.023 / KH2PO4 — 389,0.

2Mistura de vitaminas (g/Kg de mistura): Acetato de retinol — 0,6 / Colecalciferol — 0,005 / Acido p-
aminobenzoico — 10,00 / I-Inositol — 10,00 / Niacina — 4,00 / Pantotenato de calcio — 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 / Tocoferol — 6,7.

3.3 — Delineamento Experimental

Neste trabalho foram utilizados seis grupos experimentais, sendo que trés
grupos foram alimentados com ragdo comercial NUVILAB® (controle), e 0s outros trés
grupos foram alimentados com racao hiperlipidica (obeso). Todos os grupos foram
submetidos ao protocolo nutricional de nove semanas. ApGs este periodo os animais
entraram na fase experimental e foram alojados individualmente apds procedimento
cirirgico (por aproximadamente 8 dias), e continuaram a receber o mesmo tipo de
racao inicialmente utilizada. Estes animais foram classificados de acordo com o
protocolo nutricional e também pelo tratamento quimico, a saber: controle veiculo (C-
PBS); obeso veiculo (O-PBS); controle muscimol (C-MUS); obeso muscimol (O-MUS);

controle bicuculina (C-BIC) e obeso bicuculina (O-BIC).
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3.3 — Modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica (DH)

Para determinar a eficacia da inducédo da obesidade nos animais alimentados
com DH (45% de lipidio) quando comparados com os animas alimentados com dieta
comercial, mensuramos o peso corporal final (PCF) de todos estes, em seguida
realizamos eutandsia por perfusdo transcardiaca para dissecacdo dos tecidos
adiposos brancos (TAB), epididimal, retroperitonial e inguinal. A soma do peso destes
trés tecidos representa a massa gorda visceral total (MG) os animais, sendo este um
dos parametros utilizado para avaliar a obesidade neste trabalho. Andlises
comparativas entre os grupos controle e obeso, por meio do indice de adiposidade
(IA; obtido pela formula MGx100/PCF), e o indice de Lee ([*VPCF(g)xCNA(mm)]x10)

também foram utilizadas (Abreu e cols., 2014).

3.4 — Preparo de drogas e solucgdes utilizadas

PBS (salina tamponada com fosfato; pH7,2): a solucéo foi preparada a partir da
diluicdo de 8,18g de NaCl P.A (SIGMA-ALDRICH, USA), 1,98g de Na2HPO4.7H20
P.A. (Vetec Quimica Fina — SIGMA-ALDRICH, Brasil) e 0,26g de NaH2P0O4.H20 P.A.
(Vetec Quimica Fina — SIGMA-ALDRICH, Brasil) em agua ultra-purificada (Milli — Q®)
g.s.p. 1000mL. O pH (Sensoglass, Sensores Analiticos — Modelo SC02) da solucdo
foi ajustado para 7,2 com solucbes de HCIl e NaOH, conforme necessidade. A solucéo
foi esterilizada por autoclavagéao a 120°C e 1,0 Kg/cm2 durante 20 minutos, conforme
protocolo em vigor no Laboratério de Fisiologia Cardiovascular.

Anestésico (Solucdo de Cetamina + Xilazina): preparado por meio de adicédo de
3mL de Xilazina (Dopaser - Solucdo Injetavel; Laboratérios Caller AS,
Barcelona/Espanha) 3% (p/v) a 10mL de Cetamina (Cloridrato de Cetamina 10%;
Syntec do Brasil Ltda, Fabricante: Rhobifarma Industria Farmacéutica Ltda,
Hortolandia/Sao Paulo) 10% (p/v). Utilizada da seguinte forma: dose (Cetamina:
80mg/kg; Xilazina: 7mg/kg) e volume (0,1mL/100g de animal; i.m.).

Anestésico Local — Cloridrato de Lidocaina 2%: no momento da utilizagdo, diluimos
0,1mL do Cloridrato de Lidocaina 2% (Rhobifarma Industria Farmacéutica LTDA,
Hortolandia/Séao Paulo) em 0,2mL de PBS.

Antibiético (Pentabidtico Veterinéario): (Fortecilin Pequeno Porte, Penicilinas +

Estreptomicina — Laboratdrio Bio-Vet S/A) utilizado na prevencdo de infecgbes no
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pbésoperatoério, na dose equivalente a 48.000Ul de penicilina, 20mg de estreptomicina
e 20mg de diidroestreptomicina/kg. Volume injetado: 0,1 mL/100g de animal; i.m.
Antiinflamatério [Ketoflex 1% p/v (Cetoprofeno)]: (Ketoflex 1%, Antiinflamatorio a
base de Cetoprofeno - Mundo Animal Veterinario Ltda.) utilizado com o objetivo de
reduzir inflamacdo e dor decorrente dos procedimentos cirargicos. Utilizado na
seguinte forma: dose (4mg/Kg) e volume (0,1 mL/100g de animal; i.m).

Muscimol (agonista dos receptores GABAA): (SIGMA-ALDRICH, USA) diluido em
PBS até a concentracao utilizada (100pmol/100nL), separado em aliquotas de 10 pL
e mantido congelado a -20°C (de Menezes e cols., 2006; de Menezes e cols., 2008).
Bicuculina methiodide — BMI (antagonista dos receptores GABAA): (SIGMA-
ALDRICH, USA) diluido em PBS até a concentracdo utilizada (10pmol/100nL),
separado em aliquotas de 10uL e mantido congelado a -20°C (Dimicco e cols., 2006).
Solucéo paraformaldeido 0,1M a 4%: solucdo preparada a partir do aquecimento,
sob agitacdo, de 40g de paraformaldeido em pé (Vetec Quimica Fina — SIGMA-
ALDRICH, Brasil), duas ou trés gotas de NaOH 1M, 500 mL de PB 0,1M e agua
destilada até que fosse atingido o volume final de 1000mL.Verificou-se se o pH
(Sensoglass, Sensores Analiticos — Modelo SC02) da solu¢éo estava entre 7,0 e 8,0.
Solucao de gelatina: preparada a partir da diluicdo de 5g de gelatina de pele bovina
tipo B (SIGMA — ALDRICH, Brasil) em 500mL de agua destilada sob aquecimento.
Apods completa dissolucdo a mesma foi mantida na geladeira a 4°C para gelatinizacéo

das laminas histologicas.

3.5 - Confeccéo dos materiais utilizados

Confeccao de canulas guia (CG): as CG foram confeccionadas utilizando-se agulha
23G ajustadas, por técnica de eletrocorroséao, até atingirem 15mm. A CG foi encaixada
a um suporte preso ao equipamento estereotaxico (StoeltingCo. Illinois, EUA).

Confeccéo de canulas injetoras: as canulas injetoras foram confeccionadas a partir
de agulha gengival 30G e ajustadas a 16mm para microinjecdo no HDM, por técnica
de eletrocorrosdo. Assim, no momento da microinjecdo, a extremidade da canula
injetora permaneceria abaixo da CG, correspondendo a exata localizagdo do DMH, de

acordo com as coordenadas utilizadas.
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3.6 — Cirurgia para implante de canula-guia dirigida no Hipotalamo Dorsomedial

Com o auxilio de um aparelho estereotaxico, as CG de 15mm foram
implantadas bilateralmente em direcdo ao HDM. Previamente ao procedimento os
animais foram anestesiados com solucédo de Ketamina e Xilazina (i.m), acomodados
e fixados ao estereotaxico com a barra incisiva a 3.3mm abaixo da linha interaural e
tricotomizados na regido entre os pavilhdes auditivos e os olhos. A assepsia desta
regido foi realizada com PVPI degermante previamente a injecdo subcutanea de
cloridrato de lidocaina 2% associado a epinefrina (promove vasoconstricao local). A
regido superior do cranio foi exposta a partir de uma incisdo mediana, viabilizando a
abertura de dois orificios que tinham como finalidade fixar parafusos de aco inoxidavel,
utilizados como pontos de ancoragem das CG. A torre do estereotaxico foi angulada
em zero e as CG posicionadas de acordo com as coordenadas estereotéxicas
estabelecidas segundo o Atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e cols., 1985) utilizando
o bregma como referéncia. Para o HDM: 3.3mm posterior, 0.6mm lateral e 7.6mm
ventral. Na sequéncia, os orificios para o implante das CG foram feitos e, ap0s a
introducéo das CG a abertura cirdrgica foi fechada com resina odontologica (acrilico
dental polimerizavel). Com o intuito de evitar a obstru¢cdo das CG por residuos de
sangue ou sujeira, foi utilizado um oclusor de aco inoxidavel (15mm). Ao final da
cirurgia os animais foram submetidos a cuidados pds-operatérios e passaram por um

periodo de recuperacéo entre seis e oito dias.

3.6.1 — Cuidados poOs-operatorio

Apbs o término do procedimento cirdrgico, 0os animais receberam injecado i.m.
de cetoprofeno (Ketoflex®) e uma dose de antibiético (Pentabidtico veterinario), para
prevencéao de inflamacao e infeccéo. Os ratos foram alojados em gaiolas individuais e
mantidos sobre manta térmica, a fim de evitar hipotermia, até o final do efeito
anestésico. Posteriormente, os animais foram mantidos na sala de experimentos sob
condic¢des controladas de temperatura, luminosidade e niveis de ruido, com comida e

agua ad libitum, de acordo com o protocolo nutricional pré-estabelecido.
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3.7 — Procedimentos de microinjecéo

Para realizacdo da microinjecdo de veiculo (PBS), muscimol ou bicuculina
(BMI), as canulas injetoras foram conectadas a um pequeno tubo de polietileno
(Norton, 0,010) e a uma seringa Hamilton de 10uL preenchida com agua deionizada.
O tubo foi preenchido com a substancia (PBS, muscimol ou BMI) a ser microinjetada,
e entre tal substancia e a agua deionizada formou-se uma pequena bolha de ar.
Durante a administracdo, cujo conteudo total era equivalente a 100nL, o0 movimento
descendente da bolha de ar indicou o sucesso da microinjecdo. Apoés a retirada da

canula injetora a mesma foi testada para verificar possiveis obstrucées.

3.8 — Testes comportamentais

Para realizagdo do teste de memoria e avaliagdo da atividade locomotora, todos
os animais foram previamente submetidos ao procedimento cirurgico para implante
da canula guia no HDM. Apds o periodo de recuperacdo, os animais foram
manuseados pelo experimentador durante dois dias consecutivos, uma vez ao dia,
por 5 minutos (Figura 3). Os testes foram realizados em uma sala com controle de
luminosidade (60lux) e ruido (Sergio e cols., 2014; Silva e cols., 2014). Todos o0s
animais receberam tratamento de forma randémica com veiculo (PBS), muscimol e/ou
BMI.

Figura 3. Representacdo de como manusear o rato durante o periodo de habituacdo ao
experimentador. (A). llustra como o animal deve ser segurado para que 0 mesmo nao morda ou escape
do experimentador. (B). llustra como o animal deve ser acalmado para que o mesmo nao entenda a
manipulacdo como um risco. Adaptado. (Handling & Restraint of rats, mice and guinea pigs).

22



3.8.1 — Labirinto em T-Elevado (LTE)

O Labirinto em T-Elevado (LTE) € uma derivacdo do Labirinto em Cruz (LCE),
ja extensivamente utilizado como modelo de teste para avaliar a ansiedade (Handley
& Mithani, 1984). O LCE (Figura 4A) € um aparato constituido por dois bragos
fechados com laterais altas perpendiculares a dois bragos aberto, ndo circundados
por paredes, todo o aparato encontra-se elevado 50cm em relagéo ao ch&o. O teste
no LCE utiliza-se da premissa de que animais (tais como os roedores) possuem medo
inato a altura e a locais abertos, onde estes ndo conseguem realizar com eficiéncia a
exploracdo tigmotaxica do ambiente por meio de suas vibrissas (Treit e cols., 1993).
O modelo comportamental utilizado neste trabalho para investigar alteragcdes na
esquiva inibitoria e fuga de ratos foi o LTE (Labirinto em T-elevado; previamente
padronizado por Graeff, 1994). O LTE foi obtido por meio da exclusdo e/ou selagem
de uma das entradas aos bracos fechado do LCE, resultando assim em um aparato
composto por trés bracos de iguais dimensdes (50cm de comprimento x 12cm de
largura). Assim como descrito no LCE, no LTE o brago fechado é circundado por uma
parede de 40cm de altura e encontra-se perpendicular a dois bracos abertos, que
possuem apenas uma moldura acrilica de 1cm de altura em sua borda (importante
recurso que evita quedas dos animais durante as exposi¢des), e todo o aparato
encontra-se elevado 50cm do chéo (Figura 4B). Este modelo foi desenvolvido para
acessar dois diferentes tipos de comportamentos, esquiva e fuga, que vem sendo
relacionados a ansiedade e ao panico respectivamente. O teste foi descrito da
seguinte maneira: quando o animal é colocado na extremidade distal do braco
fechado, em relacéo ao eixo central, ele perde alcance e capacidade visual de ver
além das paredes que o circundam, ou seja, o animal ndo é capaz de ver os bracos
abertos, a menos gue se direcione até a plataforma central e explore o aparato além
destas paredes. Em contrapartida, quando o animal é exposto ao brago aberto, ele
tem ampla visibilidade (Graeff e cols., 1998).
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Figura 4. (A) Labirinto em Cruz Elevado (LCE), composto por dois bragos fechados e dois bracos aberto
(50cm x 12cm), suspenso 50cm do chdo. Aparato utilizado em testes comportamentais para avaliar
modelos de ansiedade. Permite adaptagcdo para ser utilizado na forma do Labirinto em T-Elevado
(Insight®). (B) Representagéo do Labirinto em T-Elevado desenvolvido para avaliar comportamentos

de esquiva inibitério e fuga em modelos animais de ansiedade e panico (Jardim e cols., 1999).

Diversos estudos demonstraram que o rato possui uma aversao inata a locais
sem protecdo e abertos, e neste sentido os bracos abertos do LTE simulam um
ambiente aversivo que remete a este contexto, tornando os bracgos abertos do LTE
um local extremamente desagradavel. Quando o animal é repetidamente colocado no
braco fechado ele € capaz de aprender um tipo de comportamento de aversao a
exploracdo e/ou saida do braco fechado, descrito como um comportamento de
esquiva inibitéria. Com este aprendizado o tempo gasto pelo animal (laténcia) ao longo
das tentativas tende a aumentar, ou seja, a exploracao (saida do braco fechado) no
aparato diminui ou cessa por completo. Por outro lado, quando o animal € colocado
na extremidade distal de um dos bracos abertos, a tendéncia é que ele se desloque
rapidamente para dentro do brago fechado, local que lhe garante uma sensacéao de
seguranca. Os animais nao apresentam no comportamento de fuga um perfil tdo
caracteristico e direto com a capacidade de aprendizado, como ocorre na esquiva
inibitéria, possivelmente por este tipo de comportamento (fuga) relacionar-se
fortemente a uma averséo intrinseca (ou inata) de determinadas espécies de animais
(Graeff e cols., 1998; Zangrossi, Jr. & Graeff, 1997; Zangrossi, Jr. & Graeff, 2014).

O teste padrdo no LTE é realizado a partir de trés exposicdes (tentativas)

consecutivas ao braco fechado, seguida por trés exposi¢cdes (tentativas) ao braco
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aberto do aparato. Inicialmente o animal € colocado na extremidade distal do braco
fechado, e a laténcia em cada tentativa para explorar o LTE, e ultrapassar o limite
proximal da plataforma central com as quatro patas sdo cronometrados. As tentativas
sao separadas por meio de curtos intervalos de 30 segundos, e cada uma delas possui
como tempo limite 300 segundos. Caso o animal permane¢a no mesmo brago durante
uma tentativa (300 segundos), a exposicao é interrompida e o animal é gentilmente
retirado do aparato e recolocado em sua caixa para o intervalo de 30 segundos. Um
aumento na laténcia durante as exposicées do animal ao braco fechado no LTE pode
estar relacionado com a capacidade de aprender a evitar o perigo, 0 que vem sendo
positivamente associado a um comportamento mais ansiogénico, ou do tipo
ansiedade (Pobbe e cols., 2014).

Para acessar o comportamento do tipo panico, que também pode ser avaliado
no LTE, apds 30s da realizacdo das trés tentativas da esquiva inibitéria, 0 mesmo
animal deverd realizar também trés tentativas de fuga, para tal 0 mesmo devera ser
exposto a extremidade distal de um dos bragos abertos, usualmente no mesmo braco
ao qual este animal foi previamente exposto ha 24 horas. Da mesma forma como
realizado na esquiva inibitéria, a laténcia gasta pelo animal para fugir do braco aberto
ultrapassando a extremidade proximal da plataforma central com as quatro patas é
cronometrado, e o limite maximo de laténcia para cada tentativa também é de 300s.

Estudos demonstraram que a exposicao prévia (24 horas antes da realizacao
padrdo do teste no LTE) dos animais ao brago aberto, por 30 minutos, é capaz de
incitar e potencializar a reagcdo ao comportamento de fuga, por reduzir o
comportamento exploratorio relacionado a novidade, sendo um importante fato na
exequibilidade do teste por promover uma diminuicdo na laténcia durante o
comportamento de fuga dos animais.

O LTE também gera dados acerca do desempenho relacionado a atividade
locomotora dos animais quando realizam diferentes tarefas, o que serve de controle
para os efeitos ndo especificos dos diferentes tipos de abordagens pesquisadas (ex.:
drogas, lesdes encefalicas, manipulacdes genéticas, dentre outras), e sua relacdo
e/ou influéncia na atividade motora. Entretanto, quando é observado uma semelhanca
nas variacdes relativas aos comportamentos de esquiva inibitoria e a fuga, faz-se

necessario o uso de um aparato para avaliacdo independente desta atividade
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locomotora, como as obtidas por meio do uso de uma arena, ou campo aberto (Sergio
e cols., 2014; Zangrossi, Jr. & Graeff, 2014).

3.8.2 — Teste de atividade locomotora

O teste comumente utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais &
o Campo Aberto (CA; Figura 5). A analise aplicada ao CA relaciona-se ao numero de
vezes que o animal cruza os segmentos (linhas) da arena, possibilitando a
mensuracao de quantos quadrantes foram percorridos em um tempo maximo de 300
segundos. A utilizacdo deste teste otimiza o processo de comparacdo entre a
atividade locomotora (quadrantes percorridos) e 0s possiveis efeitos colaterais
gerados pela administracdo de diferentes farmacos nos reflexos locomotores. A
realizacdo do teste no CA, por si sO, é eficiente em avaliar alteracbes
comportamentais, sendo amplamente utilizado na investigacdo das alteracfes do tipo
ansiedade. No entanto para estimar-se alteracdes na atividade locomotora ele é
usualmente realizado apés algum teste comportamental, e neste caso em especifico,
apos a realizacdo do LTE. Os animais foram expostos ao CA para livre exploracao,

por um tempo maximo de 300 segundos (Sergio e cols., 2014).

Figura 5. llustracdo de uma arena utilizada para realizacdo do teste de atividade locomotora no Campo

Aberto (CA) em animais submetidos aos diferentes tratamentos quimicos.

3.8.3 — Teste de memoaria

Para investigar se as alteracbes comportamentais de esquiva e fuga sofrem

interferéncia dos tratamentos nutricionais e quimicos, alterando inclusive a aquisi¢ao
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da memodria relativa a estes comportamentos, foi realizado uma reexposicéo apos 24
horas dos animais no LTE. Este aparato, apesar de ndo ser o modelo classico de
avaliacdo da memoria, permite determinar se o estimulo aversivo gerado durante as
tentativas no teste padrdo no LTE relaciona-se com a aquisicdo da memoria (Sanson
& Carobrez, 1999). Nesta nova repeticdo, 0s mesmos animais realizaram uma Unica
tentativa de esquiva inibitéria (exposicdo na extremidade distas do braco fechado), e
apos intervalo de 30s realizaram uma Unica tentativa de fuga (exposicdo na
extremidade dista do braco aberto). Da mesma forma que no teste padréo, os animais
tiveram um limite méximo de tempo para realizas as tarefas de 300s. Todo o

experimento foi cronometrado para posterior analise.

3.9 — Procedimentos experimentais

Todos os animais foram submetidos ao mesmo delineamento experimental ja
descrito. Conforme demonstrado na Figura 5, apdés nove semanas de protocolo
nutricional, os animais foram submetidos a cirurgia para implante das CG
(estereotaxia). Apds o periodo de recuperacao (7 dias), os animais foram habituados
ao manipulador uma vez ao dia, durante dois dias consecutivos por 5 minutos (Figura
3). Apds 24 horas do periodo de manuseio dos ratos, estes foram submetidos ao 1°
dia de experimento, que consistia em sua pré-exposicdo a um dos bracos abertos do
LTE. Apds esta etapa, os animais foram gentilmente recolocados em suas caixas e 0s
oclusores de ago inoxidavel das CG foram removidos. No 2° dia de experimento 0s
animais foram submetidos ao teste padrdo no LTE para avaliacdo comportamental.
Imediatamente apds o termino do teste no LTE, os mesmos animais foram colocados
no CA para avaliacdo da atividade locomotora. No 3° dia, 0s animais foram reexpostos
ao LTE, e em seguida eutanasiados. Apés o final de cada etapa, o aparato foi
adequadamente higienizado com alcool 20%.
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Protocolo Nutricional Protocolo Cirurgico Protocolo Experimental

Ratos Wistar (100+£10gq) Estereotaxia 7° dia ap6s cirurgia —
9 semanas — DH/DC Implante de CG no HDM Habituacdo/LTE/CA/LTE

Figura 6. Delineamento experimental. Protocolo nutricional, cirirgico e experimental. DH = Dieta
Hiperlipidica; DC = Dieta Controle; CG = Céanula Guia; HDM = Hipotalamo Dorsomedial; LTE = Labirinto
em T-Elevado e CA = Campo Aberto.

3.9.1 - Participacdo da obesidade no comportamento do tipo ansiedade e

panico, atividade locomotora e aquisicdo da memoria.
Com o intuito de investigar qual a influéncia da obesidade induzida por DH nas

alteracbes comportamentais dos animais, o seguinte protocolo experimental foi

realizado (Figura 6).

| Habituacéo | 1° Dia: Pré-exposi¢éo | 2° Dia: Teste comportamental | 3° Dia: Meméria |

| 2 dias/5min | Braco Aberto (30min) | LTE (Esquiva e Fuga) — CA | LTE (Esquiva e Fuga)

Microinjecéo de veiculo
(PBS) no HDM

Figura 7. Escala temporal do protocolo experimental para avaliacdo da influéncia da obesidade
induzida por DH na realizacao do teste comportamental no LTE, atividade locomotora (CA) e memoria
(LTE), apds microinjecao de veiculo (PBS/100nL) no HDM.

ApoOs a realizacdo dos protocolos nutricional e cirdrgico, os animais foram
submetidos ao protocolo experimental com o intuito de investigar qual a influéncia da
obesidade induzida por DH nas altera¢cées comportamentais. Durante dois dias o0s
animais foram habituados ao manipulador uma vez ao dia por um periodo de cinco
minutos. No 1° dia os animais foram transferidos para a sala experimental (com
controle de luz e ruido) e ap6s 30 minutos de ambientacéo, estes foram pré-expostos
randomicamente a um dos bracos abertos do LTE por 30 minutos. No 2° dia os animais
foram novamente transferidos para a sala de experimentacédo, e apos 30 minutos,

receberam a microinjecdo de veiculo (PBS) bilateralmente no HDM. Em seguida,
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estes foram submetidos a realiza¢do do teste no LTE. Para a realizacao deste teste,
0S animais tiveram trés tentativas para realizar a esquiva inibitoria, apds serem
colocados na parte distal do braco fechado do LTE. Cada tentativa era encerrada,
guando o animal ultrapassava com as quatro patas o limite proximal da intersecéo
central do aparato, ou quando o atingia-se o tempo limite de 300s. Os animais eram
recolocados em suas caixas durante os intervalos de 30s entre cada tentativa. Apos
finalizar as tarefas de esquiva inibitéria, os animais foram submetidos a outras trés
tentativas para avaliacdo do comportamento de fuga. Para tal, os animais foram
colocados na parte distal do brago aberto do LTE (mesmo brago ao qual o animal foi
pré-exposto no 1° dia). Da mesma forma que na realiza¢do da esquiva inibitdria, cada
tentativa era encerrada quando o animal ultrapassava o limite proximal da intersecéo
central do aparato, ou quando atingia o tempo limite de 300s. Apds 30s da realizacao
das tarefas no LTE (esquiva inibitoria e fuga), os animais foram colocados no centro
de uma arena com o fundo quadriculado por 300s, e a quantidade de quadrados
explorados pelos animais foi utilizado para avaliacdo da atividade locomotora. No 3°
dia de experimentos, os animais foram novamente transferidos para a sala de
experimentacdo e ap6s 30 minutos de ambientacdo, este foram reexpostos no LTE.
Este teste de reexposicéo foi realizado da mesma forma previamente descrita, no
entanto os animais tiveram apenas uma tentativa para realizar a esquiva inibitoria e a
fuga, e ndo trés como no dia anterior (Sergio e cols., 2014; Zangrossi, Jr. & Graeff,
1997). Todos o procedimento experimental foi filmado para comprovacéao dos dados

utilizados neste trabalho

3.9.2 — Participacédo da inibicdo quimica do HDM no comportamento do tipo

ansiedade e panico, atividade locomotora e aquisicdo da memoria.

Com o intuito de investigar qual a influéncia da inibicdo quimica do HDM, em
animais controle e obesos, no controle comportamental de esquiva e fuga, atividade
locomotora e aquisicdo da memoria o seguinte protocolo experimental foi realizado
(Figura 7).
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Habituacéo | 1° Dia: Pré-exposicao | 2° Dia: Teste comportamental | 3° Dia: Meméria |

| 2 dias/smin | Brago Aberto (30min) | LTE (Esquiva e Fuga) — CA | LTE (Esquiva e Fuga)

Microinjeg&o bilateral de
muscimol no HDM

Figura 8. Protocolo experimental da inibicdo quimica do HDM por microinjecéo bilateral de muscimol
(100pmol/100nL) de animais submetidos ao teste comportamental no LTE, avaliacdo da atividade

locomotora (CA) e aquisicdo de memoria (LTE).

Os animais foram expostos ao mesmo procedimento detalhado no item anterior
(3.9.1), porém os testes comportamentais do 2° dia foram iniciados ap6s 10 minutos

de acéo da microinjecao bilateral do agonista GABAa muscimol no HDM.

3.9.3 — Participacédo da desinibi¢cdo quimica do HDM no comportamento do tipo

ansiedade e panico, atividade locomotora e aquisicdo da meméoria.

Com o intuito de investigar qual a influéncia da ativacdo quimica do HDM, em
animais controle e obesos, na realizacdo de tarefas comportamentais, de atividade
locomotora e memoaria, 0 seguinte protocolo experimental foi realizado (Figura 8).

| Habituacéo | 1° Dia: Pré-exposicao | 2° Dia: Teste comportamental | 3° Dia: Memoria |

| 2 dias/5min | Brago Aberto (30min) | LTE (Esquiva e Fuga) — CA | LTE (Esquiva e Fuga)

Microinjecéo unilateral de
BMI no HDM

Figura 9. Escala temporal do protocolo experimental para avaliagdo da ativagao quimica do HDM por
microinjecdo unilateral de BMI (10pmol/100nL), na realizacdo de tarefas no teste comportamental do

LTE, atividade locomotora (CA) e memoria (LTE).

Os animais foram expostos ao mesmo procedimento detalhado no item anterior
(3.9.1), porém os testes comportamentais do 2° dia foram iniciados imediatamente
apos a microinjecao unilateral do antagonista GABAa BMI no HDM.
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3.10 — Procedimentos histolégicos

Para confirmacédo histolégica dos sitios de microinjecdo, ao final dos
procedimentos experimentais, os animais foram anestesiados com o dobro da dose
utilizada da solucéo de ketamina + xilazina (volume 0,2mL/100g de animal — i.m) e
realizou-se o procedimento de taracotomia para exposicdo do coracao e posterior
puncdo. Na sequéncia, realizou-se a perfusdo transcardiaca com solucdo salina
(0,9%) seguida por solucdo de paraformaldeido (4%). Apos retirada do cérebro, o
mesmo foi colocado em solucéo de paraformaldeido (4%) por 48 horas para fixagéo,
e posteriormente transferido para solucdo de sacarose (20%) por 24 horas para
desidratacdo. Cortes coronais de 50um de espessura da regido hipotalamica foram
feitos por meio do aparelho Criostato (Leica CM 1850, Alemanha. Realizou-se a
montagem histolégica dos cortes em laminas previamente gelatinizadas, e estas

foram corados com vermelho neutro (1%) e examinadas por microscopia otica.

3.11 — Analise dos dados

Para realizacdo das andlises de esquiva inibitéria e fuga, nés utilizados os
tempos de laténcia (em segundos) previamente cronometrados, na realizacdo das
tarefas no LTE dos animais durante os dois dias de experimento. Para anélise da
atividade locomotora, foram registrados o nimero de vezes que o animal mudou de

quadrado na arena utilizada no teste do CA, durante 300s.

3.11 — Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa SPSS
Statistics 20 (IMB SPSS® Inc.). Para comparar as alteracbes comportamentais dos
grupos, utilizamos andlise de variancia ANOVA three-way (considerando a laténcia
das 3 tentativas esquiva e fuga de cada animal como medidas repetidas) seguida por
poOs-teste de Tukey. Para analise da memaria e atividade locomotora, utilizamos o
teste t de Student ndo pareado. O nivel de significancia estabelecido foi de 5%
(P<0,05). Os resultados foram expressos em Média + Erro Padrédo da Média (Média
EPM).
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4 - RESULTADOS

Os resultados serdo descritos de acordo com os diferentes grupos
experimentais, sendo eles: controle PBS (C-PBS); obeso PBS (O-PBS); controle
muscimol (C-MUS); obeso muscimol (O-MUS); controle bicuculina (C-BIC) e obeso
bicuculina (O-BIC).

4.1 — Fotomicrografia dos sitios de microinjecdo do HDM

ApOs a realizagéo da perfusédo transcardiaca e secgfes coronais dos cérebros
foi possivel confirmar os locais de microinjecdo na regido de estudo. A figura abaixo
ilustra exemplos dos locais tipicos de microinjecao unilateral de BMI (Figura 10A) e

bilateral de veiculo e/ou muscimol (Figura 10B) no HDM.
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Figura 10. Fotomicrografia representativas dos locais de microinje¢do no HDM. (A) sitio de
microinje¢céo no HDM unilateral. (B) sitio de microinjeg&o bilateral no HDM. Il1° V = terceiro ventriculo;
HDM = hipotadlamo dorsomedial; VMH = hipotalamo ventrolmedial.

4.2 — Efeitos da DH sobre as alteragfes na composicdo de massa gorda de
animais induzidos a obesidade.

Apbs o protocolo nutricional de 9 semanas, 0s animais que receberam DH (45%
de gordura), apresentaram um aumento significativo do peso final (P<0,0001), ganho
de peso (P<0,0001), aumento do peso dos tecidos abdominais brancos (epididimal,
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retroperitonial e inguinal) (P<0,0001), e aumento no indice de adiposidade (IA), no
entanto os animais nao apresentaram diferencas em relacdo ao indice de Lee
(P=0,5046) (Tabela 2).

Tabela 2. Efeitos da DH sobre as alteragGes na composi¢do de massa gorda em ratos Wistar apos

realizacdo do protocolo nutricional de nove semanas.

Parametros Controle (n=36) Obeso (n=36) P valor

Peso Inicial (g) 100 + 10 100+ 10 -
Peso Final (g) 312,9 + 4,82 362,1 + 5,09* P<0,0001
Ganho de Peso (g) 213,1+4,80 262,3 £ 5,01% P<0,0001
indice de Lee* 0,28 £ 0,01 0,29+0,01 P=0,5046
TAB Epididimal (g) 2,50 £ 0,20 5,99 + 0,34% P<0.0001
TAB Retroperitoneal (g) 1,94 + 0,15 6,20 + 0,33* P<0.0001
TAB Inguinal (g) 5,16 + 0,25 10,08 + 0,54*# P<0.0001
indice de Adiposidade** 3,05+0,12 6,09 + 0,21% P<0.0001

Valores expresso em Média + EPM; n, nUmero de animais por grupo dietético (controle e obeso); TAB,
tecido adiposo branco.

* ([peso corporal final (g)]¥® + comprimento nasoanal (cm) x 100)

** Massa gorda (epididimal + retroperitoneal + inguinal) (g) + peso corporal final (g) x 100
# Diferenca estatistica significativa entre os grupos; teste t Student ndo pareado.

4.3 — Influéncia da obesidade induzida por DH nas alteracdes comportamentais

do tipo ansiedade, do tipo panico, na atividade locomotora e na memoria

As respostas comportamentais dos grupos C-PBS e O-PBS, podem ser
observadas na Figura 11. De acordo com as analises estatisticas observou-se um
aumento no tempo de laténcia, de ambos os grupos, ao longo das trés tentativas de
esquiva inibitéria no LTE, o que demonstra uma capacidade de aprendizado destes
animais [F,60) = 24.81; p<0,0001]. Nao foram observadas interferéncias em relacéo a
droga (PBS) nos grupos [Fa,60) = 2.83; NS]. No entanto, observou-se uma diferenca
estatistica na interacao (tentativas vs droga) do grupo controle e do grupo tratado com
DH [F.60) = 5,24; p=0,0080], sugerindo que os animais induzidos a obesidade por DH
sdo mais propensos a desenvolver um comportamento do tipo ansiedade, (ANOVA
two-way, pés-teste Bonferroni) (Figura 11A).

A avaliacdo do comportamento de fuga destes grupos no LTE apos
microinjecao bilateral de veiculo PBS pode ser observada na Figura 11B. A andlise
estatistica demonstrou que ndo houve qualquer diferenca entre as tentativas [F,60) =
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0,10; NS], droga [F@.60) = 1,84; NS] e interagdo entre tentativas e droga [F.60) = 0,64;
NS] (ANOVA two-way, pos-teste Bonferroni).

A Esquiva Inibitéria B Fuga
3001 u 30- 3 C-PBS
. O OPBS
@ 2004 B 20-
o * ©
S * S
c c
2 2
5 1004 S 104
[ [ ] ]
L1 1] . oL 1 . .
LB E1 E2 F1 F2 F3
C Esquiva Inibitéria (24h) D Fuga (24h)
300+ . 30-
—
@ 200 @ 20
© o
s [ s
c =
3 s
T 100- 5 10- S
—_—
0 T T 0 T T
C-PBS 0-PBS C-PBS 0-PBS

Figura 11. Laténcia das tentativas de esquiva inibitéria e fuga realizada no LTE em dois dias
consecutivos de experimentacdo, em ratos controle (n = 16) e obeso (n = 16) que receberam
microinjecéo de veiculo PBS (100nL) no HDM. (A) Esquiva inibitéria em trés tentativas. (B) Fuga em
trés tentativas. (C) Esquiva inibitoria (ap6s 24 horas) em uma tentativa. (D) Fuga (ap6s 24 horas) em
uma tentativa. LB = linha de base; E = esquiva; F = fuga. Valores expresso em Média + EPM, ** nivel
de significancia p<0,05, (A) C-PBS: E2#E1; E2#BL; O-PBS: E2#BL, E2#E1, E1#BL; C-PBS E2 # O-
PBS E2; (C) C-PBS # O-PBS.

Em relacdo a consolidacdo da memoria relacionada a esquiva inibitoria
realizada apos 24h no LTE, observou-se que os animais controle apresentam um
menor tempo de laténcia quando comparados aos animais obesos (154,9 + 34,01 vs
244,8 + 25,01; p=0,0427; t-Student ndo pareado) (Figura 11C). Em relagdo a
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reexposi¢do dos animais ao teste de fuga (que ndo se caracteriza como memaria) no
LTE, ndo foram observadas diferengas significativas nos tempos de laténcias (8,38 +
0,98 vs 5,75 + 0,92; NS; t-Student n&o pareado) (Figura 11D).

Em relacédo a atividade locomotora, observou-se que nao houve diferenca entre
a quantidade de quadrados percorridos entre os animais dos grupos controle e obeso
no CA (46,70 £ 3,96 vs 56,40 + 3,89; NS; t-Student ndo pareado) (Tabela 3).

4.4 — Efeitos da inibicdo quimica do HDM nas alteragdes comportamentais do
tipo ansiedade, do tipo panico, na atividade locomotora e na memaoria

Com o intuito de avaliar as alteracbes comportamentais de animais que
receberam inibicdo quimica por muscimol no HDM, os protocolos experimentais no

LTE e CA foram realizados nos grupos a sequir.

4.4.1 — Grupo Controle Muscimol x Obeso Muscimol

Quando comparamos o0s grupos C-MUS com o grupo O-MUS, observamos um
aumento do tempo de laténcia na esquiva inibitéria dos animais no LTE ao longo das
tentativas, o que demonstra que estes animais continuam desenvolvendo a
capacidade de aprendizado, apesar da administracdo do agonista GABAA muscimol
[F,38 = 8,38; p<0,0010]. N&o houve diferenca estatistica em relacdo a droga [F(,38) =
2.05; NS], e interacdo entre tentativa e droga [F.38) = 0,80; NS] (ANOVA two-way,
pos-teste Bonferroni) (Figura 12A).

A avaliacdo do comportamento de fuga dos animais no LTE apds microinjecado
bilateral de muscimol pode ser observada na Figura 12B. A analise demonstrou que
nao houve qualquer diferenca entre as tentativas [F,33) = 0,39; NS], droga [F@,38) =
0,81; NS] e interacdo entre tentativas e droga [F.38) = 1,51; NS] (ANOVA two-way,
poOs-teste Bonferroni).

Em relacdo a consolidacdo da memoria relacionada a esquiva inibitoria
realizada apos 24horas no LTE, ndo foram observadas diferencas estatistica entre os
grupos C-MUS e O-MUS (98,60 + 43,96 vs 189,30 = 42,92; NS; t-Student nao
pareado) (Figura 12C). Em relacdo a reexposi¢cdo dos animais ao teste de fuga no
LTE, também néo foi observada diferenga significativa (5,80 £ 1,46 vs 4,82 £ 1,09; NS;

t-Student ndo pareado) (Figura 12D).
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Em relacdo a atividade locomotora, observou-se que nao houve diferenca entre

a quantidade de quadrados explorados pelos animais dos grupos C-MUS e O-MUS
no CA (59,80 + 7,01 vs 43,91 + 4,57; NS; t-Student n&o pareado), como demonstrado

na Tabela 3.
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Figura 12. Tempo de laténcia das diferentes tentativas de esquiva inibitéria e fuga realizada no LTE

em dois dias consecutivos de experimenta¢éo, em ratos controle muscimol (n = 10) e obeso muscimol

(n = 11) que receberam microinjecdo de agonista GABAa muscimol (100pmol/100nL) no HDM(A)

Esquiva inibitéria em trés tentativas. (B) Fuga em trés tentativas. (C) Esquiva inibitéria (apés 24 horas)

em uma tentativa. (D) Fuga (ap0s 24 horas) em uma tentativa. LB = linha de base; E = esquiva; F =
fuga. Valores expresso em Média + EPM, *nivel de significAncia p<0,05, (A) C-MUS: BL#E2; O-MUS:
BL#E1, BL#E2.
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4.4.2 — Grupo Controle Veiculo x Controle Muscimol

Quando comparamos os grupos C-PBS com o grupo C-MUS, observamos um
aumento do tempo de laténcia dos animais de ambos 0s grupos na esquiva inibitoria
no LTE [Fe.48 = 9,36; p<0,0004]. Nao houve diferencga estatistica em relagéo a droga
[Fa.48) = 3,87; NS], e ndo foi houve interacao (tentativa vs droga) [F.48) = 0,96; NS]
(ANOVA two-way, pos-teste Bonferroni) (Figura 13A).
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Figura 13. Tempo de laténcia das diferentes tentativas de esquiva inibitéria e fuga realizada no LTE
em dois dias consecutivos de experimentagéo, em ratos controle PBS (n = 16) e controle muscimol (n
= 10) que receberam microinjecdo de veiculo (100nL) e muscimol (100pmol/100nL) no HDM. (A)
Esquiva inibitoria em trés tentativas. (B) Fuga em trés tentativas. (C) Esquiva inibitéria (apos 24 horas)
em uma tentativa. (D) Fuga (apds 24 horas) em uma tentativa. LB = linha de base; E = esquiva; F =
fuga. Valores expresso em Média = EPM, *nivel de significancia p<0,05. (A) C-PBS: BL#E2, E1#E2; C-
MUS: BL#E2. (B) C-MUS F2#C-MUS F2.
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A avaliacdo do comportamento de fuga dos animais no LTE pode ser observada
na Figura 13B. N&o houve diferenca estatistica entre as tentativas [F,48) = 1,06; NS],
e a interagao (tentativa e droga) [F2,48 = 2,81; NS]. No entanto, a droga [F@.48) = 5,75;
p=0,0246] foi eficiente em aumentar o tempo de laténcia de fuga (fugir do braco
aberto) na F2 do grupo C-MUS em comparac¢do ao C-PBS, o que sugere um possivel
efeito ansiolitico/panicolitico do muscimol (ANOVA two-way, pos-teste Bonferroni).

Em relacdo a consolidacdo da memoéria relacionada a esquiva inibitéria
realizada apés 24horas no LTE, observou-se que nao houve diferencas estatistica
entre animais C-PBS e C-MUS (154,90 + 34,01 vs 98,60 * 43,96; NS; t-Student nédo
pareado) (Figura 13C). Em relagéo a reexposicao dos animais ao teste de fuga no
LTE, também né&o foi observada diferenca significativa no tempo de laténcia (8,38 +
0,98 vs 5,80 + 1,46; NS; t-Student n&do pareado) (Figura 13D).

Em relacédo a atividade locomotora, observou-se que nao houve diferenca entre
a quantidade de quadrados explorados pelos animais dos grupos C-PBS e C-MUS no
CA (46,70 £ 3,95 vs 59,80 + 7,00; NS; t-Student ndo pareado) (Tabela 3).

4.4.3 — Grupo Obeso Veiculo x Obeso Muscimol

Quando comparamos o0s grupos O-PBS com o grupo O-MUS,
supreendentemente observamos um aumento significativo no tempo de laténcia na
esquiva inibitéria no grupo obeso que recebeu a microinjecdo de muscimol [F,s0) =
8,90; p=0063] no LTE. Ambos os grupos apresentaram diferenca ao longo das
tentativas [Fe,50) = 20,48; p<0,0001], e ainda foi observado diferenga estatistica na
interacao entre as tentativas e a inibicao quimica pela droga [F,50) = 3,93; p=0,0260]
(ANOVA two-way, pos-teste Bonferroni) (Figura 14A).

A avaliacdo do comportamento de fuga dos animais no LTE pode ser observada
na Figura 14B. N&o houve diferenca estatistica entre as tentativas [F,50) = 0,27; NS],
e a interagdo de tentativas e droga [Fes0 = 0,39; NS], mas a administragédo de
muscimol foi eficiente em aumentar o tempo de laténcia de fuga do brago aberto na
F1, F2 e F3, o que também sugere um importante efeito ansiolitico/panicolitico desta
droga [F@.50) = 18,04; p=0,0003] (ANOVA two-way, pés-teste Bonferroni).

Em relacdo a consolidacdo da memoria relacionada a esquiva inibitoria
realizada apos 24horas no LTE, observou-se que ndo houve diferenca estatistica

entre os grupos O-PBS e O-MUS (244,8 £ 25,41 vs 189,3 £ 42,92; NS; t-Student n&o
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pareado) (Figura 14C). No entanto, na reexposi¢cdo dos animais ao teste de fuga no
LTE, observou-se diferenca significativa no tempo de laténcia de fuga no grupo O-
MUS (8,37 £ 0,98 vs 4,82 = 1,01; p=0,0248; t-Student ndo pareado) (Figura 14D).

Em relacéo a atividade locomotora, ndo houve diferenca entre a quantidade de
qguadrados percorridos pelos animais dos grupos O-PBS e O-MUS no CA (46,70 =
3,95 vs 43,91 + 4,57; NS; t-Student ndo pareado) (Tabela 3).
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Figura 14. Tempo de laténcia das diferentes tentativas de esquiva inibitéria e fuga realizada no LTE
em dois dias consecutivos de experimentagédo, em ratos obesos veiculo (n = 16) e obeso muscimol (n
= 11) que receberam microinje¢do de PBS (100nL) e muscimol (100pmol/100nL) no HDM. (A) Esquiva
inibitéria em trés tentativas. (B) Fuga em trés tentativas. (C) Esquiva inibitéria (ap6s 24 horas) em uma
tentativa. (D) Fuga (ap6s 24 horas) em uma tentativa. LB = linha de base; E = esquiva; F = fuga. Valores
expresso em Média + EPM, **nivel de significancia p<0,05. (A) O-PBS: BL#E1, BL#E2, E1#E2; O-MUS:
BL#E1, BL#E2; O-MUS BL#C-MUS, O-MUS E1 # O-PBS EL1. (B) O-MUS F1, F2, F3 # O-PBS F1, F2,
F3. (D) O-MUS # O-PBS.
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4.5 — Efeitos da ativagcédo quimica do HDM nas alteragdes comportamentais do
tipo ansiedade, do tipo panico, na atividade locomotora e na memaoria

Com o intuito de avaliar as alteracbes comportamentais de animais que
receberam estimulacdo quimica por bicuculine methiodide no HDM, os mesmos

protocolos ja descritos foram realizados nos grupos a seguir.

4.5.1 — Grupo Controle Veiculo x Controle Bicuculina

Comparamos os grupos C-PBS e o grupo C-BIC, e observamos que houve
diferencas estatisticas em relacdo a tentativas no LTE [F.48) = 4,65; p=0,0142], no
grupo controle, indicando um comprometimento da capacidade de aprendizado nos
animais tratados com BMI no LTE. N&ao foram encontradas diferencas em relacéo ao
tratamento [F48 = 2,51; NS], e interacdo das tentativas e droga [F.48 = 1,31; NS].
Como ja descrito anteriormente, o grupo C-PBS foi capaz de aprender durante as
exposicoes (ANOVA two-way, pés-teste Bonferroni) (Figura 15A).

A avaliacdo do comportamento de fuga dos animais no LTE apds microinjecao
bilateral de veiculo e unilateral de bicuculina pode ser observada na Figura 15B. Nao
houve diferenca estatistica entre as tentativas [F(2,4s = 0,65; NS], droga [F.48) = 0,61,
NS], e interagcdo de tentativas e droga [F.4s = 0,03; NS] (ANOVA two-way, pos-teste
Bonferroni).

Em relacdo a consolidacdo da memoria relacionada a esquiva inibitéria
realizada apos 24horas no LTE, observou-se que houve diferencas estatistica entre
animais C-PBS e C-MUS (154,90 + 34,01 vs 283,20 = 11,76; p=0080; t-Student n&o
pareado), demonstrando que animais previamente estimulado quimicamente por
antagonista GABAa apresentam um prolongamento do tempo de duracédo da memoéria
relacionada a locais aversivos, ou que causem medo (Figura 15C). Em relacdo a
reexposicdo dos animais ao teste de fuga no LTE, ndo foi observada diferenca
significativa no tempo de laténcia, entre estes grupos (8,37 £ 0,98 vs 7,10 £ 1,31; NS;
t-Student ndo pareado) (Figura 15D).

Em relacdo a atividade locomotora, analisada por meio de teste t-Student,
observou-se que ndo houve diferenca entre a quantidade de quadrados explorados
pelos animais dos grupos O-PBS e O-MUS no teste do CA (46,70 + 3,95 vs 60,90 +

7,31; NS; t-Student ndo pareado), como demonstrado na Tabela 3.
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Figura 15. Tempo de laténcia das diferentes tentativas de esquiva inibitéria e fuga realizada no LTE
em dois dias consecutivos de experimentagéo, em ratos controle veiculo (n = 16) e controle bicuculina
(n=10) que receberam microinje¢éo de PBS (100nL) e bicuculine methiodide (10pmol/100nL) no HDM.
(A) Esquiva inibitéria em trés tentativas. (B) Fuga em trés tentativas. (C) Esquiva inibitéria (apés 24
horas) em uma tentativa. (D) Fuga (apds 24 horas) em uma tentativa. LB = linha de base; E = esquiva;
F =fuga. Valores expresso em Média + EPM, * nivel de significAncia p<0,05. (A) C-PBS: E2#BL, E1#BL.
(C) C-BIC # C-PBS.

4.5.2 — Grupo Controle Bicuculina x Obeso Bicuculina

Comparamos os grupos C-BIC e o grupo O-BIC, e observamos que houve
diferenca estatistica em relacdo as tentativas [Fe32) = 9,19; p=0007] de esquiva
inibitdria no LTE, e entre a interacéo das tentativas e a droga [F2,32) = 4,25; p=0,0230].
N&o foi observado diferenca estatistica em relacéo a droga [F,32)= 0,96; NS] (ANOVA

two-way, pés-teste Bonferroni) (Figura 16A).
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A avaliacdo do comportamento de fuga dos animais no LTE ap0s microinje¢céo
unilateral de bicuculina pode ser observada na Figura 15B. Nao houve diferenca
estatistica entre as tentativas [F2,32) = 0,26; NS], droga [F,32) = 1,91; NS], e interacao
entre as tentativas e droga [F,32) = 0,18; NS] (ANOVA two-way, pOs-teste Bonferroni).
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Figura 16. Tempo de laténcia das diferentes tentativas de esquiva inibitéria e fuga realizada no LTE
em dois dias consecutivos de experimentagdo, em ratos controle bicuculina (n = 10) e obeso bicuculina
(n = 8) que receberam microinjecdo unilateral de bicuculine methiodide (10pmol/100nL) no HDM. (A)
Esquiva inibitéria em trés tentativas. (B) Fuga em trés tentativas. (C) Esquiva inibitéria (apés 24 horas)
em uma tentativa. (D) Fuga (ap0s 24 horas) em uma tentativa. LB = linha de base; E = esquiva; F =
fuga. Valores expresso em Média + EPM, * nivel de significancia p<0,05. (A) O-BIC: BL#E2; C-BIC BL
# O-BIC BL.

Em relacdo a consolidacdo da memoria relacionada a esquiva inibitoria
realizada apds 24horas no LTE, observamos que nao houve diferenca estatistica entre
0S grupos (283,20 £ 11,76 vs 281,60 + 18,44; NS; t-Student ndo pareado) (Figura
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16C). Em relagéo a reexposi¢cdo dos animais ao teste de fuga no LTE, também néo
observamos diferenca estatistica no tempo de laténcia (7,10 £ 1,30 vs 7,00 + 1,21;
NS; t-Student ndo pareado) (Figura 16D).

Em relacéo a atividade locomotora, ndo houve diferenca entre a quantidade de
guadrados explorados pelos animais dos grupos O-PBS e O-MUS no CA (60,90 + 7,32

vs 60,22 + 7,97; NS; t-Student ndo pareado), como demonstrado na Tabela 3.

4.5.3 — Grupo Obeso Veiculo x Obeso Bicuculina

Comparamos os grupos O-PBS e o grupo O-BIC, observamos que houve
diferenga estatistica em relacdo as tentativas [F,44) = 24,27; p<0001] de esquiva
inibitéria no LTE. Nao houve diferenca estatistica em relagdo a droga [F(.44) = 0,99;
NS], e entre a interacdo de tentativa e a droga [F.44) = 0,13; NS] (ANOVA two-way,
pos-teste Bonferroni) (Figura 17A).

A avaliacdo do comportamento de fuga dos animais no LTE apds microinjecao
bilateral de veiculo e unilateral de bicuculina pode ser observada na Figura 17B. Nao
houve diferenca estatistica entre as tentativas [F(2,44) = 0,11; NS], droga [F(1,44) = 0,33;
NS], e entre a interacdo da tentativa e droga [F(2,44) = 0,29; NS] (ANOVA two-way, pos-
teste Bonferroni).

Em relacdo a consolidacdo da memdria na esquiva inibitéria realizada ap6s
24horas no LTE, observamos que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos O-
PBS e O-BIC (244,80 = 25,41 vs 281,60 + 18,44; NS; t-Student ndo pareado) (Figura
17C). Em relacao a reexposi¢do dos animais a fuga no LTE, também n&o observamos
diferenca estatistica no tempo de laténcia (8,38 + 0,99 vs 7,00 + 1,21; NS; t-Student
nao pareado) (Figura 17D).

Em relagéo a atividade locomotora, ndo houve diferenca entre a quantidade de
guadrados explorados pelos animais dos grupos O-PBS e O-MUS no CA (46,70 + 3,96
vs 60,22 + 7,97; NS; t-Student ndo pareado), como demonstrado na Tabela 3.
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Figura 17. Tempo de laténcia das diferentes tentativas de esquiva inibitéria e fuga realizada no LTE
em dois dias consecutivos de experimentagdo, em ratos obeso veiculo (n = 16) e obeso bicuculina (n
= 8) que receberam microinjecdo bilateral de PBS (100nL) e unilateral de bicuculine methiodide
(10pmol/100nL) no HDM. (A) Esquiva inibitéria em trés tentativas. (B) Fuga em trés tentativas. (C)
Esquiva inibitéria (apds 24 horas) em uma tentativa. (D) Fuga (apés 24 horas) em uma tentativa. LB =
linha de base; E = esquiva; F = fuga. Valores expresso em Média + EPM, * nivel de significancia p<0,05.
(A) O-PBS: BL#EZ2, BL#E1, E1#E2; O-BIC: E2#BL.

4.6 — Avaliagéo da Atividade Locomotora

ApGs realizacdo do teste no LTE, todos os animais foram submetidos a
avaliacao da atividade locomotora, com o intuito de investigar algum efeito colateral
decorrente dos tratamentos com agonistas e antagonista GABAa, como demonstrado
na tabela 3.
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Tabela 3. Avaliacao da atividade locomotora de animais submetidos ao CA.

Grupos

Quadrantes Percorridos

P valor

C-PBS vs O-PBS
C-PBS vs C-MUS
C-PBS vs C-BIC
C-MUS vs O-MUS
C-BIC vs O-BIC
O-PBS vs O-MUS
O-PBS vs O-BIC

46,70 + 3,96 vs 56,40 + 3,89
46,70 + 3,96 vs 59,80 + 7,01
46,70 £+ 3,96 vs 60,90 = 7,32
59,80 + 7,01 vs 43,91 + 4,57
60,90 + 7,32 vs 60,22 + 7,97
46,70 = 3,89 vs 43,91 + 4,57
46,70 + 3,89 vs 60,22 + 7,97

P=0,0973
P=0,1207
P=0,1049
P=0,0679
P=0,9507
P=0,6525
P=0,1350

Valores expresso em Média + EPM; n, nUmero de animais onde: C-PBS = 10; O-PBS = 10; C-MUS =
10; C-BIC = 10; C-MUS = 9; O-MUS = 11, O-BIC = 8; nivel de significancia p<0,05; teste t Student ndo

pareado.

45



5 — DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que a DH foi eficiente em alterar a composicao
corporal dos animais, provocando uma eficiente inducdo da obesidade. Além disto,
vimos que a obesidade foi capaz de induzir alteracbes comportamentais do tipo
ansiedade no teste do LTE. Nossos dados demonstram ainda que os animais obesos,
quando reexpostos ao LTE apdés 24 horas, continuaram apresentando o
comportamento do tipo ansiedade, o que sugere uma relagcéo positiva entre o0 medo e
a ansiedade. Nao foram observadas alteracdes em relacdo ao comportamento do tipo
panico nestes animais no LTE, tdo pouco na reexposi¢céo apos 24 horas.

Diversos estudos epidemiolégicos e em modelos animais, que investigam 0s
comprometimentos gerados pela obesidade, sugerem que o alto teor no consumo de
gordura saturada, que é tida como mais nociva ao organismo, € um dos principais
fatores no desenvolvimento desta patologia (Ikemoto e cols., 1995; Mochcovitch e
cols., 2014; Abildgaard e cols., 2011; Abildgaard e cols., 2014; Locke e cols., 2015).
Em estudo realizado por Wang e cols., foi demonstrado que os diferentes subtipos de
lipidios s&@o capazes de provocar modificagbes nos mecanismos regulatorios
periféricos, bem como na alteracdo da composicdo da membrana lipidica, o que
favorece a entrada de acidos graxos livres pela barreira hematocefalica, atingindo o
SNC e favorecendo um comprometimento hipotalamico. Neste estudo, foi
demonstrado ainda que o0s animais alimentados com uma dieta hiperlipidica
apresentaram um aumento da imunorreatividade c-Fos no nucleo lateral desta regiao
0 que, aparentemente, favorece o aumento da adiposidade (Wang e cols., 2002; de
Souza e cols., 2005).

Em nosso trabalho, utilizamos o protocolo nutricional para induzir a obesidade
previamente padronizado por Abreu e cols.,, onde os animais pés-desmame
(100+10gq), foram alimentados com dieta DH (45% kcal de gordura — banha de porco)
por um periodo de 9 semanas. Corroborando aos seus achados, nossos resultados
também demonstram um efetivo desenvolvimento da obesidade (Abreu e cols., 2014).
Estudos demonstram que o ganho de peso em ratos alimentados com dieta rica em
gordura de porco é maior do que em animais alimentados com dieta rica em 0Oleo de
canola (Hariri e cols., 2010). Outros estudos n&do encontraram diferenca no peso

corporal final de ratos Sprague-Dawley adultos alimentados por 4 semanas com dietas
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hiperlipidicas que apresentavam teor moderado ou baixo de gordura saturada, entre
33% a 45% de gordura proveniente do 6leo de cartamo (baixo teor de SFA), 6leo de
peixe (moderado teor de SFA), ou gordura de carne (moderado teor de SFA) (Awad e
cols., 1990). Ratos Wistar adultos alimentados com uma dieta rica em manteiga, com
52% de calorias desta fonte, durante 5 semanas apresentaram um maior ganho de
peso corporal do que ratos alimentados com 6leo de milho nesta mesma porcentagem
(Hariri e cols., 2010), e ratos Wistar, recém desmamados, alimentados com dieta rica
em Oleo de coco, manteiga e cacau (27% de lipidios) durante 8 semanas tiveram um
maior ganho de peso do que ratos alimentados com dietas a base de 6leo de canola
e soja (Calder e cols., 1995). Buettner e cols., demonstrou que ratos Wistar adultos
alimentados com DH baseada em banha de porco (42% de gordura), nédo
apresentaram aumento no ganho de peso significativo quando comparados com o
grupo alimentado com dieta baseada em 6leo de oliva (baixo teor de SFA) durante 12
semanas, mas ndo demonstrou esta relacdo em comparacao aos ratos alimentados
com dieta padrdo (11% de gordura) (Buettner e cols., 2006). Catta-Preta e cols,
demonstrou que a dieta hiperlipidica rica em SFA € capaz de induzir o ganho de peso,
porém, este aumento ndo estéd relacionado a um maior consumo de racdo. Isto
significa que animais alimentados com DH rica em SFA estocam uma maior
guantidade de gordura sem necessariamente aumentar o consumo de calorias, 0 que
sugere que o aumento de gordura corporal e o desenvolvimento da obesidade esta
intimamente relacionada a fonte lipidica ingerida (Catta-Preta e cols., 2012).

Neste sentido, a obesidade em modelos animais, pode ser mensurada por meio
da adequada quantificacdo do tecido adiposo corporal, e ndo apenas baseada no
ganho de peso, e 0 acumulo deste tecido em compartimentos viscerais e subcutaneos
representam uma medida capaz de refletir alteracdes metabdlicas associadas a
obesidade (Judex e cols., 2010). Neste sentido, para avaliar o aumento de tecido
adiposo no nosso modelo de obesidade, consideramos trés principais depdésitos
adiposos, sendo o tecido subcutaneo entre a parte inferior da caixa toracica e o meio
da coxa a gordura inguinal, o tecido ligado a parede abdominal posterior préxima aos
rins e a por¢cao abdominal dos ureteres a gordura retroperitonial, e o tecido abdominal
na parte inferior do abdémen ligado ao epididimo o tecido epididimal (Catta-Preta e
cols., 2012). A partir destas determinagdes, mensuramos em nosso modelo animal,

os valores destes trés tecidos adiposos brancos (epididimal, retroperitonial e inguinal),
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o peso corporal final, e os indices de adiposidade (IA) e de Lee (Costa e cols., 2011;
Chongsa e cols., 2014; Woods e cols., 2003; Thibault e cols., 2004). Observamos que
0s animais alimentados com DH apresentaram um aumento significativo do peso
corporal final, do IA e ainda aumento no peso dos tecidos brancos adiposos epididimal,
retroperitonial e inguinal, o que indica uma efetiva capacidade desta DH em induzir a
obesidade nos animais. O tecido adiposo é um O6rgdo extremamente ativo
metabolicamente, e apresenta um potencial ilimitado de crescimento durante qualquer
fase da vida, podendo ser subdividido em dois tipos: adiposo subcutaneo e adiposo
visceral. Este ultimo vem sendo associado ao desenvolvimento de diferentes efeitos
negativos que comprometem o organismo, e clinicamente € tido como mais nocivo
guando comparado a gordura corporal generalizada, devido principalmente a sua
capacidade de favorecer a resisténcia insulinica e promover o aumento de citocinas
pro-inflamatérias tais como, leptina, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-6
(IL-6) (Zhao & Lawless, 2013). No entanto ndo observamos diferengas entre os grupos
controle e obeso, quando utilizamos o critério do indice de Lee, que determina a
obesidade baseado em parametros biométricos (comprimento naso-anal), e que néo
€ sensivel para determinar alterac6es na composicao corporal de gordura central em
animais com mesma idade e submetidos ao mesmo historico nutricional (Bernardis &
Patterson, 1968; Stephens, 1980).

Ao nosso ver este é o primeiro trabalho que relaciona a obesidade e os
transtornos de ansiedade em animais induzidos a obesidade por DH no teste do LTE,
aparato capaz de identificar com maior precisao dois diferentes tipos de transtornos
de ansiedade (como ja descrito). A obesidade em nosso trabalho foi eficiente em
promover o comportamento do tipo ansiedade no LTE, resultado evidenciado pelo
aumento do tempo de laténcia dos animais quando expostos ao braco fechado deste
aparato. Outros autores ja observaram que a exposicao crénica a DH (pré e p0s-
desmame) de ratos aumentam o comportamento do tipo ansiedade em testes
comportamentais realizados no Campo Aberto e no LCE (Bilbo & Tsang, 2010; Sasaki
e cols., 2014), o que demonstra que altera¢gdes nutricionais precoces podem provocar
mudancas epigenéticas (fendbmeno bioldégico que determina a relagcdo entre os
estimulos fisicos e quimicos durante periodos criticos do ciclo biolégico), que
favorecem o desenvolvimento ndo s6 de comorbidades como obesidade, diabetes,

hipertensdo mas também podem favorecer a vulnerabilidade aos transtornos
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pscicopatolégicos. Esse aumento na vulnerabilidade destas desordens pode ser
decorrente de alteragcdo dos sistemas regulatérios, como o serotoninérgico, o
noradrenérgico, o dopaminérgico, o0 glutamatérgico e o gabaérgico, que estdo
intimamente conectados aos transtornos de ansiedade e depressao (Fraga e cols.,
2014; Mlyniec e cols., 2015). Ainda neste sentido, Sivanathan e cols., sugeriram que
a DH também altera a regulacdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA), por
comprometer 0s receptores mineralocorticoides, glucocorticoides e moléculas de
sinalizacdo pro-inflamatoria, e que consequentemente, favorecem o aumento das
respostas fisioldgicas ao estresse, em parte por suprimir a liberacao de corticosterona
(Sivanathan e cols., 2015). Outros autores ja enfatizaram a importancia do sistema
GABAérgico na regulacéo precisa de nucleos encefalicos, dentre eles o HDM, e sua
relacdo a respostas reativas durante o estresse, e ainda demonstraram que o
comprometimento deste sistema favorece alteracdes fisioldégicas e comportamentais
frente a estes fatores estressores (Stotz-Potter e cols., 1996; Abreu e cols., 2014;
Shekhar, 1993; Soltis & Dimicco, 1991a).

Apesar dos dados expostos acima, alguns autores observaram resultados
divergentes entre a relacdo da obesidade e ansiedade, dentre eles podemos citar
Warneke e cols, nos quais os efeitos cronicos da DH foram capazes de induzir a
ansiedade apenas em ratos que passaram menos tempo explorando os bragos
abertos do LCE, e contraditoriamente a DH teve um possivel efeito ansiolitico em
fémeas, neste mesmo teste (Warneke e cols., 2014). Em outro estudo conduzido por
Sivanathan e cols., no qual ratas foram expostas cronicamente a DH (60% de lipidios),
0s resultados foram conflitantes, e apesar destes animais apresentarem
comportamento do tipo ansiedade nos testes de transi¢cao claro/escuro e no campo
aberto, ndo apresentarem este tipo de comportamento no teste do LCE, o que sugere
que diferentes mecanismos de reatividade neuronal estdo ativados nas diferentes
metodologias de avaliagdo comportamental (Sivanathan e cols., 2015).

O neurotransmissor inibidor GABA é o principal no SNC de vertebrados, e
apresenta-se amplamente distribuido nos neurdnios (aproximadamente 40%), sendo
capaz de ativar receptores ionotropicos, por meio da abertura de canais de cloreto,
promovendo a hiperpolarizacdo da membrana neuronal (Franciolini & Petris, 1990).
Diversos estudos farmacologicos ja demonstraram que alteragdes no influxo de

cloreto, mediada pela neurotransmissdo GABAérgica, provocam alteracdes no
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comportamento de ansiedade em modelos animais, estes dados estdo em
convergéncia aos estudos que demonstram que agentes facilitadores da absorcéo
neuronal de cloreto geralmente produzem efeitos ansioliticos e antidepressivos
(Shekhar e cols., 1990; Shekhar, 1993; Malatynska e cols., 1995; Imamura & Prasad,
1998). Nossa hipotese, de que os animais induzidos a obesidade apresentam
comportamento do tipo ansiedade, se baseia na premissa de que a obesidade
possivelmente esteja comprometendo o sistema inibitorio GABAérgico, como sugerido
por Abreu e cols. A diminuicdo hipotalamica de GABA, seja por comprometimento do
influxo de cloreto, ou por comprometimento dos receptores, ou ainda por diminui¢cdo
da liberacdo de vesiculas, poderia ser um importante fator na susceptibilidade ao
desenvolvimento dos transtornos de ansiedade (Abreu e cols., 2014; Imamura &
Prasad, 1998). Nossa hip6tese acerca do envolvimento do HDM nestes transtornos
esta relacionada ao fato de que a administracdo de agonista GABAa muscimol neste
ndcleo age enquanto ansiolitico em ratos submetidos ao teste do LCE, e os
antagonistas GABAa, bicuculina e picrotoxina, promovem um efeito oposto
(ansiogénico), além disso o blogueio deste receptor no HDM aumenta a ansiedade no
teste de conflito, e ainda, que a obesidade crénica provoca um aumento da reatividade
ao estresse (aumento da PAM e FC) (Shekhar e cols., 1990; Shekhar, 1993;
Malatynska e cols., 1995; Imamura & Prasad, 1998).

Outros estudos sugerem ainda wuma forte correlacdo entre o0s
comprometimentos do SNC e a obesidade, devido ao fato desta patologia promover o
desenvolvimento de inflamacé&o crbnica de baixo grau em tecidos perifericos, que
promove também um estimulo ao processo inflamtério no SNC, inclusive em
importantes nucleos hipotalamicos. Esta inflamac&do gera uma resposta imunologica
no SNC, que favorece o desenvolvimento da hipertrofia e hiperplasia dos astrécitos e
das células da glia (atrogliose reativa) (Buckman e cols., 2013; Gao e cols., 2014;
Thaler e cols., 2012; Hsuchou e cols., 2009). Estas alteracBes anatdbmicas e injarias
encefélicas, decorrentes da administracdo crénica da DH, em particular no HDM,
comprometem o0s astricitos, que estdo envolvidos em processo sinapticos e de
reciclagem de neutrotransmissores, bem como as células da glia, que gera uma
resposta reativa capaz de inativar o processo de difusdo de pequenas moléculas,
dentre elas glutamato, GABA e catecolaminas (Ortinski e cols., 2010; Bak e cols.,

2006; Walls e cols., 2015). Um crescente numero de evidencias sugere que as
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neuropatologias, tais como Parkinson, Alzheimer, AVE e injarias encefalicas
traumaticas, relacionam-se a um comprometimento do funcionamento do ciclo
glutamato-glutamina, e todas estas condicbes associam-se ao aparente
desenvolvimento da astrogliose reativa (Ortinski e cols., 2010; Seifert e cols., 2006).
Essas alteragfes sustentam nosso resultados, de que animals induzidos a obesidade
apresentam uma possivel alteracdo GABAérgica, sendo esta a provavel causa do
aumento da reatividade a fatores estressores e das alteracdes comportamentais do
tipo ansiedade observadas no LTE.

Apesar dos estudos descreverem o muscimol como um possivel ansiolitico,
(Imamura & Prasad, 1998), em nosso trabalho, o tratamento com este agonista
GABAA foi ineficiente em diminuir as respostas de ansiedade e medo inato dos animais
controle e obesos, o0 que foi demonstrado por ndo ter sido observado uma reducdo no
tempo de laténcia dos animais expostos ao braco fechado. No entanto, o tratamento
com muscimol apresentou-se eficiente em controlar o comportamento do tipo panico
tanto dos animais controle quanto dos animais obesos, promovendo um aumento do
tempo de fuga, o que significa que os animais tratados apresentam uma reducédo do
comportamento ao medo/ameaca (de locais altos e abertos) quando expostos ao
brago aberto no LTE. Surpreendentemente, os animais obesos tratados com
muscimol, quando comparados ao grupo obeso nao tratados com muscimol,
apresentaram um aumento no tempo de laténcia no braco fechado, o que significa que
o muscimol poderia aumentar o comportamento do tipo ansiedade nestes animais,
porém, em estudo realizado por Abreu e cols., foi observado que animais obesos,
guando tratados com este agonista ndo apresentaram reducdo da PAM, e ainda
apresentaram aumento da FC apds a microinjecdo bilateral de muscimol no HDM, o
gue é justificado pelo comprometimento da homeostase GABAérgica no HDM (Abreu
e cols., 2014). Contrariamente a ineficiéncia do muscimol em reduzir o comportamento
do tipo ansiedade, este agonista se mostrou eficiente na redu¢do do comportamento
do tipo panico em animais obesos expostos no LTE. No entanto, a reexposicao destes
animais apos 24 horas no LTE demonstrou uma diminuic¢ao significativa do tempo de
laténcia no braco aberto, o que demonstra que apds 24 horas do tratamento com
muscimol, o animal apresentou um comportamento do tipo panico. Este resultado
reforca nossa ideia de que o sistema GABAérgico apresenta-se comprometido em

animais obesos, o que possivelmente compromete o limiar excitatério no HDM,
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favorecendo um possivel predominio glutamatérgico e consequente desenvolvimento
de transtornos de panico (Shekhar e cols., 2006).

Diversos estudos ja demonstraram que o agonista GABAa, muscimol é eficiente
em reduzir o aumento das respostas cardiovascular, como taquicardia e hipertenséao,
mediante estresse agudo (Dimicco e cols., 1996; Stotz-Potter e cols., 1996; Soltis &
Dimicco, 1991b; Soltis & Dimicco, 1991a) e também de controlar o comportamento de
ansiedade (Shekhar e cols., 1990; Shekhar, 1993) No entanto, nosso intuito foi
investigar se o tratamento com este agonista em animais induzidos a obesidade seria
capaz de reduzir o comportamento do tipo ansiedade e do tipo panico, e ainda avaliar
se este efeito poderia comprometer a memoéria adquirida na esquiva inibitoria e alterar
0s parametros de laténcia na reexposicao apos 24 horas na fuga. Em estudo realizado
por Nascimento e cols., a microinjecdo de 0,5 e 1,0 nmol de muscimol no HDM de
ratos nao foi eficiente em reduzir o comportamento do tipo ansiedade em animais
submetido ao teste no LTE, contrariamente, observou-se que o muscimol é capaz de
reduzir o comportamento do tipo panico. A administracao de 1,0nmol comprometeu a
atividade locomotora dos animais (Nascimento e cols., 2010). Nossos resultados
convergem nesse mesmo sentido em relagcéo aos efeitos panicoliticos do muscimol,
ja que os animais obesos e controle tratados com este agonista demonstraram um
aumento no tempo de laténcia durante a realiza¢do da fuga no LTE. Além disso, nosso
dados ndo demonstram comprometimento em relacdo a atividade lomocotora dos
animais tratados, o que sugere que este efeito panicolitico ndo relaciona-se com a
letargia gerada pela administragdo do muscimol no HDM. Supreendetemente, o
muscimol ndo sO6 se mostrou ineficiente em reduzir o comportamento do tipo
ansiedade nos animais obesos, como também aumento o tempo de laténcia durante
a esquiva inibitéria. Ja € bem descrito que o HDM é uma regido tbnicamente regulada
por inibicdo GABAérgica e projecdes excitatérias glutamatérgicas (Dimicco e cols.,
2002), e o comprometimento desta regulacéo, seja por diminuicdo da liberacdo de
GABA, por alteracdo na sensibilidade do receptor GABAAR, ou por processo
inflamatorios, poderiam causar uma reducdo na acdo do muscimol. Em estudo
realizado por Shekhar e cols., animais com inibicdo crbnica da sintese de GABA por
tratamento crénico com L-aliglicina, apresentaram uma resposta panicogénica
robusta, semelhantes a reacdes defensivas de respostas inatas as amecas ambientais

(Shekhar & Keim, 1997). Neste sentido, nossos resultados demonstram que o
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muscimol foi ineficiente em conter o comportamento do tipo ansiedade nos animais
obesos, e ainda favoreceu a contraregulagéo excitatoria glutamatérgica, aumentando
0 comportamento do tipo ansiedade, demonstrado pelo aumento da laténcia no braco
fechado. Corroborando com este dado, observamos que o tempo de laténcia da fuga
na reexposicdo apds 24 horas destes animais tratados com muscimol foi menor,
sugerindo que o efeito panicolitico decorrente do tratamento com muscimol ndo se
sustentou apos este periodo e aparentemente agravou o predominio excitatorio do
ténus glutamatérgico no HDM deste animais.

A desinibicdo do HDM por meio do antagonista GABAa BMI comprometeu o
aprendizado dos animais controle, e foi eficiente em aumentar o tempo de laténcia da
esquiva inibitéria na primeira exposicdo ao aparato (Linha de Base), quando
comparados ao grupo obeso. Neste ultimo, ndo foi observado o prejuizo da
capacidade de aprendizado, o que indica que estes animais apresentam uma provavel
resisténcia a acdo da BMI, possivelmente por este ser um antagonista GABAEérgico,
que como sugerimos, aparentemente este sistema apresenta-se comprometido
nestes animais. Esta resisténcia a acao da BMI ja foi descrita por Abreu e cols., em
animais obesos que apresentaram um aumento exacerbado e de curto periodo da FC
apos o tratamento com BMI no HDM, efeito este, que ndo é sustentado da mesma
forma como em animais controle submetidos ao teste de estresse por jato de ar (Abreu
e cols., 2014). Apesar da BMI interferir na capacidade de aprendizado dos animais
controle, a reexposicao destes animais ap6s 24 horas no braco fechado do LTE
provocou um aumento no tempo de laténcia neste braco, o que corrobora com a ideia
de que o medo intensifica 0 comportamento do tipo ansiedade (Mochcovitch e cols.,
2014).

Vérios estudos ja demonstraram a eficiéncia da desinibicio GABAérgica do
HDM, por meio de antagonistas e lesdes nesta regido, no envolvimento das alteragdes
cardiovasculares, bem como nas alteracbes comportamentais semelhantes as
observadas em ataques de panico (Johnson & Shekhar, 2006; Johnson & Shekhar,
2012; Shekhar, 1993; Shekhar e cols., 1996; Shekhar e cols., 2011, Silveira & Graeff,
1992). Nossos resultados demonstraram que a administracéo de antagonista GABAa
BMI, em animais controle foi eficiente em comprometer o aprendizado durante a
esquiva inibitéria, bem como de induzir o do tipo ansiedade, em contrapartida, este

antagonista ndo impediu o aprendizado durante as tentativas de esquiva inibitéria dos
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animais obesos, provavelmente pelo comprometimento GABAérgico destes animais,
e consequente predominio do tbnus excitatorio, a BMI foi capaz apenas de
subestimular (ou excitar por um curto periodo de tempo) o neurénios do HDM. Em
compensacao, apesar do comprometimento de aprendizagem dos animais controle
tratados com BMI no LTE, estes apresentaram uma aumento no tempo de laténcia no
braco fechado na reexposicdo apos 24 horas, o que reforca a ideia de que a esquiva
inibitoria de fato pode ser aprendida (em sequéncias de exposicédo ao braco fechado
do LTE) e relacionar-se com a consolidacdo da memoaria, com validado por Graeff e
Zangrossi (Graeff e cols., 1998; Pobbe e cols., 2014; Shekhar, 1993; Shekhar e cols.,
1996; Shekhar e cols., 2011; Silveira & Graeff, 1992).
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6 — CONCLUSAO

Estes resultados indicam que a obesidade induzida por DH durante 9 semanas
foi capaz de favorecer o desenvolvimento do comportamento do tipo ansiedade, mas
nao do tipo panico nos animais. A tratamento com o agonista muscimol se mostrou
ineficaz enquanto possivel farmaco ansiolitico, porém surtiu efeito na melhoria do
comportamento aversivo. A BMI ndo foi capaz de induzir o comportamento do tipo
panico nos animais, mas foi eficiente em induzir o comportamento do tipo ansiedade
e de comprometer o aprendizado nos animais controle. Entretanto a BMI ndo foi capaz
de induzir este comportamento do tipo ansiedade, em animais obesos quando
comparado aos animais obesos néo tratados (veiculo), confirmando que o sistema
GABAEérgico no HDM esta comprometido. Tais resultados reforcam os achados acerca
das alteragBes neste nucleo hipotalamico na regulacdo de projecdes inibitérias em
animais obesos, sugerindo a existéncia de uma forte relacéo entre esta patologia e o

aumento da susceptibilidade aos transtornos de ansiedade.
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