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Resumo

Estudos anteriores de nosso laboratério demonstrgqua a obesidade, induzida por uma
dieta hiperlipidica, potencializa a resposta camoular produzida pelo estresse de jato
de ar em ratos. Esta resposta aumentada é deuida aeducéo da inibicdo mediada por
GABA no DMH, ja que a ativacao de receptores de GABI menos eficaz na reducao
das respostas fisioldgicas provocadas pelo estiesaseem ratos obesos. Além disso, ha
evidéncias que indicam uma associagao entre edsede cronica da funcdo GABA no
DMH e desenvolvimento de desordens de ansiedadep @ transtorno do panico.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a&rdbilidade as respostas do tipo panico
em ratos com obesidade induzida por dieta hipditipi RatodVistar(100 + 10 g) foram
alimentados com uma dieta de controle — DC, ou dieta hiperlipidica - DH (45 %)
durante 9 semanas. Em um primeiro momento, um gdepanimais foi anestesiado
(cetamina/xilazina) e submetidos a implante uniédtde canula guia no DMH para
posterior microinjecdo de agonistas de receptdaaglatérgico (NMDA e ndo NMDA:
AMPA). Observamos que tanto a microinjecao de NM@ranto de AMPA no DMH
dos ratos controles e obesos provocaram aumentBalee FC. Interessantemente, a
microinjecdo de NMDA gerou uma resposta taquicardie curta duracdo e a
microinjecdo de AMPA produziu uma resposta presa@kacerbada nos animais obesos
em relacdo aos controles. Com o intuito de avaliafeito da infusao de lactato em
animais com obesidade induzida por dieta hipeitipidseja alojado individualmente ou
coletivamente, outro grupo de animais foi anestiesi@soflurano) e submetidos a
implante de cateter na artéria e veia femoral pagaisiGo dos parametros
cardiovasculares (PAM e FC), e infusdes de solygéspectivamente. Apos periodo de
recuperacao, os ratos foram submetidos a doistddezentes, e de modo aleatério, em
que recebiam infusdes de solucéo salina 0,9% &10J& lactato de soédio-NaLac (10
ml/kg ao longo de 15 min). As respostas maximaa [satato (PAM e FC) relatadas séo
as diferencas entre as alteracdes induzidas pélsdes de lactato e salina. Os resultados
demonstraram que apesar da infusao de NalLac rdiaraitPAM, nem nos grupos obesos
coletivos tampouco nos individuais, induziu um antoesignificativo da FC em ambos
0S grupos obesos (coletivo e individual), e aolfola periodo de recuperacdo essas

alteracdes taquicardias anteriormente observadanenais individuais obesos, foram

Xi



mantidas. Em um terceiro momento, um outro grupardmais foram anestesiados da
mesma maneira (isoflurano), mas receberam, povexjaimplantes de telemetria para
posterior exposicao a 7,5% @@bservamos que 0s ratos obesos apresentardpidlta
basal o que levou a uma maior resposta PAM fingliisa de C@ nesse grupo. Nao
houve diferencas observadas na frequéncia carffi&@)aantes do desafio com o gas, ja
durante o desafio, os animais obesos, mas ndont®les, tiveram um aumento na FC
(interacdo dieta x gas).

NGs, entdo, avaliamos as alteracbes comportamelg@asimal obeso e controle durante
o teste comportamental do Labirinto em T elevaddE)L Nossos resultados
demonstraram que 0s animais obesos apresentam itampoto do associado a
ansiedade, evidenciado pelo aumento no tempoé&teclatno braco fechado neste aparato
quando comparado aos animais controle, no enta@itapresentaram comportamento
associado ao panico. Esses resultados sugerem qubesalade induzida por dieta
hiperlipidica leva a desinibi¢cao do circuito deipémue contribui para a vulnerabilidade
as respostas do tipo panico seguidas pela infus@datiac ou durante exposicdo dos
ratos a 7,5 % CO2.
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Abstract

Previous studies from our laboratory have showhdbasity induced by a high fat diet
(HFD), enhances cardiovascular response produce [t stress in rats. This increased
response appears to be due to a reduction of GABAited inhibition in the
dorsomedial hypothalamus (DMH), since the activatal these receptors was less
effective in reducing air stress-induced physiatai responses in obese rats.
Furthermore, it is known that chronic dysfunctiohn @ABA in DMH leads to the
development of anxiety disorders such as paniagdesoTherefore, aim of this study was
to evaluate the vulnerability to panic-like respem$n rats with HFD-induced obesity.
Wistar rats (100 = 10 g) were fed a control dieC;Dr high fat diet-DH (45%) for 9
weeks. At first, a group of animals was anesthdt{ketamine/xylazymne) and subjected
to unilateral implant cannula guide in DMH for safjgent microinjection of glutamate
receptor agonists (NMDA and non-NMDA: AMPA). We acthat both the NMDA
microinjection as AMPA into DMH in the control raésd obese led increases in mean
arterial pressure (MAP) and hear rate (HR) in obess. Interestingly, NMDA
microinjection elicited a short tachycardic resporend microinjection of AMPA
produced an exaggerated MAP response, in obesentes compared to controls.
Subsequently another group of animals was aneatie{isoflurane 2% 3| O2) and a
polyethylene catheter was insert into the femortrg and veinfor the acquisition of
MAPand HR, and infusion of solutions, respectivéiter the recovery period, each rat
was subjected to two different tests, randomly,clvhieceived 0.9% of saline infusions
and 0.5 M of sodium lactate -NaLac (10 ml/kg ovBrmin). The maximum responses
for lactate (MAP and HR) reported the differencesneen the changes induced by lactate
and saline infusions. The results showed that tesipeé NaLac infusion does not alter
MAP, in the collective and individual obese grouipsnduced a significant increase in
HR in both obese groups (individual and collecti&edl in the end of the recovery period
these tachycardia changes, previously observetieseoindividual animals, were kept.
In a third step, another group of animals was &etized in the same way, but received
telemetry implants for subsequent exposure to T%% We note that obese rats had a
high MAP, which led to a higher global MAP of EOresponse.
There were no differences in heart rate (HR) piwochallenge with gas, already during
the challenge, obese animals, but not controls, dradncrease in HR (diet x gas
interaction). We then evaluated the behavioral gharof obese and control animals in
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the behavioral test of elevated T-maze (ETM). Qesutlts demonstrated that obese
animals showed anxiety-like behavior, evidencediryreased time latency in the
enclosed arm of the apparatus when compared tootanimals; however, those animals
showed no panic-like behavior. These results sudgasHFD-induced obesity leads to
disinhibition of panic circuits, which contribute vulnerability to panic-type responses

following NaLac infusions or during 7.5% G®xposure in rats.
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1 - Introducao
1.1 - Obesidade

A obesidade € uma doenca cada vez mais predomifizari&h, Pencina et al.
2007), caracterizada por excesso de peso corgoratonhecida como um dos maiores
problemas de saude publica a nivel mundial (Lykeu$a Michopoulos 2011). A
obesidade e suas complicacbes médicas estao & ptogprcdes endémicas. Essas sao
causadas por alteracbes na modulacdo do balanggégoe, a regulacdo do equilibrio
entre ingestao caldrica e gasto energético. O consle alimentos altamente energéticos
e palataveis esta entre 0s mais importantes fapoeeisponentes epidemioldgicos para
esta doenca (Galgani & Ravussin 2008). No entastados epidemiol6gicos mostraram
que as populacdes que consomem, preferencialmeigias ricas em gordura séo
particularmente propensas a ganho de massa cofparaido, Castro et al. 2006, Ogden,
Yanovski et al. 2007).

O indice de Massa Corporal (IMC) ou indice de Qiettdado pelo peso
(kg)/alturg(m) é a medida mais empregada em estudos de gpapesacionais para
classificacdo primaria do estado nutricional (Anj@92), ou seja, € o mais utilizado
como indicador da relagé@o entre 0 aumento da \&riag peso dos individuos de mesma
altura e o ganho de massa gorda, onde o acumutssxo de gordura corporal (IMC >
30kg/m?), é capaz de comprometer a saude em derai, (Bordeianou et al. 2014). No
entanto, o uso do IMC como indicador de massa goodaoral € bastante criticado e ja
considerado uma ferramenta imperfeita na categ@itzvala obesidade, ja que dois
individuos com o0 mesmo IMC podem apresentar paraéie gordura corporal total
distintos, o que leva a utilizacdo de outras mexlidamo por exemplo, a afericdo da
circunferéncia da cintura, que se mostra uma femaaeficiente na determinacdo do
acumulo de gordura visceral (Mitchell & Shaw 20&5)ue esta fortemente ligada ao
risco cardiovascular (Despres, Lemieux et al. 2001)

Em animais, a obesidade pode ser caracterizada guetento de peso, o
aumento do indice de Lee, e mais importante ajpolaum aumento da quantidade de
gordura visceral em animais alimentados com a Dabéd, Fujita et al. 2009, Marco,
Kisliouk et al. 2013, Martinez-Martinez, Miana ét 2013, McCully, Hasan et al. 2013,
Song, Park et al. 2013, Abreu, de Abreu et al. 2014



Recentemente, o Ministério da Saude divulgou unsgyisa que revela que
quase metade da populacéo brasileira esta acirpasto Segundo o estudo, 42,7% da
populacdo estava acima do peso no ano de 2006.0&fy 2sse niUmero passou para
48,5%. O levantamento é da Vigitel (Vigilancia datdfes de Risco e Protecdo
para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonicopsedados foram coletados em 26
capitais brasileiras e no Distrito Federal (VigBeasil 2014, 2015).

O estudo também revelou que o sobrepeso (IMC ZBRfIm?2) € maior entre 0s
homens. 52,6% deles estdo acima do peso ideat &ninulheres, esse valor € de 44,7%.
A pesquisa também diz que 0 excesso de peso hasBaomeca na juventude: na idade
de 18 a 24 anos, 29,4% ja estdo acima do pese; 2Zh& 34 anos sao 55%; e entre 34 e
65 anos esse numero sobe para 63%. Ja entre asres,ilB5,4% apresentam sobrepeso
entre 18 e 24 anos; 39,9% entre 25 e 34 anosire, €5 e 54 anos, o valor mais que
dobra, se comparando com a juventude, passandé;aea (Vigitel Brasil 2014, 2015).
As mulheres por natureza tém maior adiposidade mommassa muscular do que 0s
homens e estas alteracbes sédo hormoénio - depesdestegénios x testosterona). Os
homens, tém maior tendéncia a adiposidade vis@alura abdominal), mesmo quando
em sobrepeso. Isto é tdo ou mais preocupante gumento de peso nas mulheres, ja que
é fato a relacdo da obesidade visceral com dislipid, intolerancia a glicose, diabetes,
aterosclerose, hipertensao e transtornos de adsi¢Baske, Alvarez et al. 2002, Sethi
& Vidal-Puig 2005), Buchenauer, Behrendt et al 0@ (Foster, Shi et al. 2010, Gariepy,
Nitka et al. 2010, Foster, Shi et al. 2011, Sas#kiyega et al. 2013). Em consequéncia
a essas enfermidades, pelo menos 2,8 milhdes degsesorrem a cada ano no mundo,
em virtude do excesso de peso ou da obesidaded\Medlth Organization, 2012).

A obesidade, além de aumentar o risco de hipeersam dos principais
motivos da morbidade e mortalidade por doencasaarsiculares (Dustan 1983, Poirier,
Giles et al. 2006). Sabe-se que o sobrepeso esedade visceral estdo correlacionados
ao aumento da atividade simpatica em humanos (Madikami et al. 1997, Masuo,
Mikami et al. 2000, Esler, Straznicky et al. 200B63se aumento tem sido considerado
um fator fundamental no desenvolvimento de um quddthipertenséo arterial associada
a obesidade. Em roedores, por exemplo, estudosatmsidade induzida por dieta
sugerem que 0 aumento da atividade do nervo sicop@ANS) € um importante
mediador da hipertensédo induzida pela obesidadey atuacdo significativa dos

antagonistas dos receptores adrenérgicos, aa@fp e a desenervacgao renal no aumento



na pressao sanguinea associado com ganho de pessalk Kato et al. 1995, Carlyle,
Jones et al. 2002, Esler, Straznicky et al. 2006).

Por outro lado, os &cidos graxos sdo conhecidosyerer uma modulagcédo
funcional dos diversos tecidos e tipos de célupaB)cipalmente ceélulas nervosas,
resultando em alteracdes na bioquimica do encéiaopodem conduzir a alteracdes
comportamentais e cognitivas. Sob certas condip8ei;idos graxos alimentares podem
induzir altera¢des nas variaveis comportamentaisofisiologicas, cognitivas e outros
(Yehuda, Rabinovitz et al. 1999). A exposicao atars uma DH conduz a uma desordem
metabolica, que pode afetar o sistema imunitadmprometer a regulacédo da expressao
de genes inflamatorios (Sivanathan, Thavartnanh @045). Esta inflamacéo sistémica
promovido pela acumulagao de tecido adiposo, esipeente do tipo visceral, tem sido
associada com alteracdes de comportamento, coracdées de ansiedade (Capuron, Su
et al. 2008, Sivanathan, Thavartnam et al. 2015).

1.2 - Transtornos de Ansiedade

A ansiedade é um termo genérico que descreve sangnte uma grande
variedade de diferentes estados mentais, que noeng surgem em resposta a algum
tipo de estresse externo ou interno. Em casos oocolee uma reposta em momentos
inapropriados, ou onde ndo ha um sentido real dsaga) e ainda, quando existe uma
constante ativagdo responsiva excitatoria injasiifa, causando prejuizos ao individuo,
entdo, clinicamente estes casos se enquadram em glgvavel tipo de transtorno de
ansiedade (Terlevic et al. 2013).

Os transtornos de ansiedade incluem transtornos qompartilham
caracteristicas de medo e ansiedade excessivosrterbpedes comportamentais
relacionados. Medo € a resposta emocional a amezigante real ou percebida,
engquanto ansiedade é a antecipacdo de ameaca ibwiamente, esses dois estados se
sobrepbem, mas também se diferenciam, com o metto sEom mais frequéncia
associado a periodos de excitabilidade autondmicgeatada, necessaria para luta ou
fuga, pensamentos de perigo imediato e comportanel® fuga, e a ansiedade sendo
mais frequentemente associada a tensdo musculitameia em preparacao para perigo
futuro e comportamentos de cautela ou esquiva.e&es; o nivel de medo ou ansiedade

é reduzido por comportamentos constantes de es@évataques de panico se destacam



dentro dos transtornos de ansiedade como um tipicyar de resposta ao medo. Nao
estdo limitados aos transtornos de ansiedade eétanplodem ser vistos em outros
transtornos mentais. Os transtornos de ansiedé&terdi entre si nos tipos de objetos ou
situacbes que induzem medo, ansiedade ou compatarde esquiva e na ideacéo
cognitiva associada. Assim, embora os transtoreaandiedade tendam a ser altamente
comorbidos entre si, podem ser diferenciados pelme detalhado dos tipos de situacdes
que sdo temidos ou evitados e pelo conteldo deapentos ou crencas associadas. Os
transtornos de ansiedade se diferenciam do meda aunsiedade adaptativos por serem
excessivos ou persistirem além de periodos apdm®iao nivel de desenvolvimento.
Eles diferem do medo ou da ansiedade provisorios) frequéncia induzidos por
estresse, por serem persistentes (p. ex., emdyewido seis meses ou mais), embora o
critério para a duracéo seja tido como um guialgeoan a possibilidade de algum grau
de flexibilidade, sendo as vezes de duracdo maia em criancas (como no transtorno
de ansiedade de separacdo e no mutismo seletiwojo Gs individuos com transtornos
de ansiedade em geral superestimam o perigo nag;@ds que temem ou evitam, a
determinacdo primaria do quanto o medo ou a artgedao excessivos ou fora de
proporcéo é feita pelo clinico, levando em contarés contextuais culturais. Muitos dos
transtornos de ansiedade se desenvolvem na infa@rieladem a persistir se ndo forem
tratados. A maioria ocorre com mais frequéncia malividuos do sexo feminino do que
no masculino (proporcao de aproximadamente 2:19laGeanstorno de ansiedade é
diagnosticado somente quando os sintomas nao s8edueéncia dos efeitos fisioldgicos
do uso de uma substancia/medicamento ou de outdicé® médica ou ndo sdo mais
bem explicados por outro transtorno mental (DSM2§14).

Estima-se que 20% da populacdo mundial ira apraspalo menos um episodio
relacionado a transtornos de ansiedade durantiagAirikian & Gorman 2001) e, nesse
contexto, os custos econémicos da doenca mentalnianam faceis de contabilizar
(Insel 2008). Os custos e a prevaléncia de trams$aite ansiedade, por exemplo, é dificil
de ser apontado, uma vez que, mesmo pequenas ragdawg critérios diagnosticos,
ferramentas de entrevista, ou metodologia de estigdam os resultados. As analises dos
maiores estudos de prevaléncia de doencas psigagtros Estados Unidos acham que
transtornos de ansiedade afligir 15,7 milhdes dsgees nos Estados Unidos a cada ano,
e 30 milhdes de pessoas nos Estados Unidos em abgumento de suas vidas (Lépine
2002). Ja a Agéncia de Investigacado de Saude éd@dalcita um custo de US $57.5 em



2006 para cuidados de saude mental em nos EstadsslJo equivalente aos custos de
cuidados com o cancer (Soni, 2009).

Vale ressaltar que a maior parte do peso econdd@aoenca mental ndo é o
custo de cuidados, mas a perda de rendimentosadavidlesemprego, despesas com
apoios sociais, e uma série de custos indiretoglalevy uma deficiéncia crénica que
comeca cedo na vida. Levantamentos econémicodiEaiam que mais de 30% da verba
destinada para a saude mental nos Estados Unidegdasivamente utilizada para o
tratamento de pacientes diagnosticados com algpm de transtorno de ansiedade
(DuPont, Rice et al. 1996) Desta maneira, estudmsdando esses transtornos sao
justificados, ndo apenas pelo seu aspecto badecaeado com a descoberta de seus
mecanismos fisiopatolégicos, mas, também, por sulecahilidade clinica e sua
possibilidade de oferecer melhora da saude humana.

Existe um grande interesse em novas pesquisaditiz@n diferentes modelos
de ansiedade, que sejam capazes de diferenciamubst ansiogénicos inatos e
aprendidos dos animais, e os efeitos responsivasades em funcéo da administracao
de drogas (Silveira et al. 2001). O estudo sistemalos diferentes transtornos de
ansiedade iniciou-se com Sigmund Freud (1856-1988&&ves de uma série de
observacdes clinicas, Freud (1886/1976) fez umerigée clara das vérias disfungdes
relacionadas com a ansiedade: a crise aguda destemngdl neurose de angustia e a
expectativa ansiosa. De forma muito provavel, edsdsncdes descritas por Freud no
final do século XIX seriam conhecidas hoje, respantente, como 0 ataque de panico
(AP), o transtorno de péanico (TP) e o transtornardeedade generalizada (TAG) (APA,
1994). Assim, muito embora AP seja um termo receat@artir desse momento,
adotaremos 0 mesmo para simplificar o entendimsuitoe as respostas geradas durante
situacOes de medo, ansiedade ou panico.

Apos os estudos de Freud, Klein foi o primeiro mdestrar que o TAG e 0 TP
poderiam ser trataveis por diferentes classes dwafis (Klein & Ross 1986).
Anteriormente, mas ndo menos importante, ja hada siemonstrado que os “AP”
tinham “marcadores fisiolégicos”, uma vez que podiser precipitados pela infusdo
endovenosa de lactato de sodio (0,5 M) em pacieptedispostos, mas ndo em
voluntérios saudaveis (Pitts & McClure 1967). Agsntom mecanismos diferentes de
acao, como lactato de sdodio, cafeina, isoproterévioibina, didoxido de carbono (GD
e colecistoquinina, provocam AP em individuos coirmamstorno em um grau muito

maior do que em sujeitos-controle saudaveis (ealgoms casos, do que em individuos
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com outros transtornos de ansiedade, transtornesipo ou transtorno bipolar sem
AP). Além disso, para uma proporcdo dos individeosm TP, os ataques estdo
relacionados a detectores hipersensiveis de r@€dular, resultando em hipocapnia e
outras irregularidades respiratérias. Entretanémhom desses achados laboratoriais €
considerado diagnostico de TP (DSM-V, 2014).

Os marcadores fisiologicos e tratamentos espesiflool P sugeriam a existéncia
de um funcionamento anormal de circuitos espeaifido encéfalo. As principais
estruturas responsaveis pelo processamento e @@mldos estimulos estressores, e
organizacao adequada de respostas fisiologicaspartamentais sdo a amigdala, insula,
substéancia cinzenta periaquedutal, locus coer@dnigotalamo (Etkin, 2010). No que se
refere ao hipotdlamo, estudos ja demonstraram qunainistracdo de agonistas
glutamatérgicos e de antagonistas gabaérgicos paiatamo de roedores, capazes é
capaz de induzir reacao de defesa, como comportameriuga, e excitacdo autonémica,
semelhantes as respostas presentes em animaifi@@g@stos as ameacas naturais.
DiMicco et al. (2002) consideram o DMH como umaaamassica de defesa. Em
particular, estes autores mostraram que a desioilng a estimulacédo dos neurénios do
DMH evoca um padrdo de respostas cardiovascularese assemelham a reacéo de
defesa. Contudo, os aumentos da frequéncia carfi@jsevocados por estimulagdo do
DMH s&o mais expressivos que aqueles observadasgaessao arterial (PA) (Soltis &
DiMicco 1992, De Novellis, Stotz-Potter et al. 198®im & Shekhar 1996, Bailey &
DiMicco 2001, Shekhar, Katner et al. 2002, Zaratskdaretsky et al. 2002, Goren,
Yananli et al. 2003).

Ainda neste sentido, outra regido do hipotdlamomerece destaque é a porcéo
ventromedial (VMH). Um estudo avaliou os efeitos dfivacdo dos receptores
GABA/Benzodiazepinas (BZD) no VMH, em relacdo aonportamento de animais
submetidos ao teste de ansiedade no Labirinto etevido (LTE) (dois diferentes tipos
de comportamentos — esquiva inibitoria e fuga) o@mortamento de esquiva inibitoria
(ou de evitar algo), mensurado neste teste tenesislaciada aos comportamentos do tipo
ansiedade generalizada. Em contrapartida o compent® de fuga (ou tentativa de
evasao) tem sido correlacionado ao comportamergociaslo ao panico (respostas
semelhantes em AP). Neste estudo, observou-se @tieagdo quimica do receptor
GABAA, e do receptor GABA por muscimol e midazolam respectivamente,

promoveram uma reducdo do comportamento assoctaparaco (efeito panicolitico) e



uma melhora no comportamento associado a ansi¢el@ite ansiolitico) (da Silva et al.
2011), o que reforca a participacdo do hipotalamoantrole dessas respostas
Diversos estudos sugerem que as anormalidadesaboasfde GABA e

glutamato sao de extrema relevancia na fisiopaikbgy desenvolvimento de transtornos
de ansiedade (Shekhar et al. 2006). Evidencias m&naomn que o aumento nos niveis de
GABA no DMH relaciona-se com a diminuicdo da ans@s e contrariamente, 0
comprometimento da sintese deste neurotransmissug) aumento do comportamento
de péanico, decorrente do predominio excitatorigidalutamatérgica nesta regido. Este
contraste comportamental gerado pelas alteraco@&A@wyicas, seja por bloqueio e/ou
inibicdo GABA, ou por inducéo da disfungcdo do DMidgere um envolvimento critico
deste ndcleo na modulagcdo dos comportamentos adesca ansiedade generalizada e

associados ao panico nos diferentes modelos anfRraitas et al. 2009; Shekhar, 1993).

1.2.1 - Transtorno de Panico

Na populagédo em geral, a estimativa de preval@eih2 meses para o TP nos
Estados Unidos e em varios paises europeus é 8&c2ea adultos e adolescentes. Nos
Estados Unidos, taxas significativamente mais Isaie@a TP sdo relatadas entre latinos,
afro-americanos, negros caribenhos e asiaticosiganes em comparacado com brancos
nao latinos; os indios americanos, em contrapartiélam taxas bem mais altas.
Estimativas mais baixas foram relatadas para pas&ticos, africanos e latino-
americanos, variando de 0,1 a 0, 8%. Individuosa® feminino sdo afetados mais
frequentemente do que os do masculino, em uma emdomo de 2:1. A diferenciacao
de género ocorre na adolescéncia e ja € obseraated dos 14 anos de idade. Embora
ocorram AP em criancgas, a prevaléncia geral dativamo € baixa antes dos 14 anos (<
0,4%). As taxas do transtorno apresentam aumeatiugl durante a adolescéncia, em
particular no sexo feminino, e possivelmente apibsoio da puberdade, e alcancam seu
pico durante a idade adulta. As taxas de prevaé@eslinam em individuos mais velhos
(i.e., 0,7% em adultos acima de 64 anos), refletidé modo provavel, a diminuigcdo na
gravidade até niveis subclinicos. A idade médimitéo do TP nos Estados Unidos € de
20 a 24 anos. Um pequeno numero de casos comeagéneaia, € o inicio apds os 45
anos é incomum, mas pode ocorrer. O curso habgeab transtorno ndo € tratado, é

crénico, mas com oscilages. Alguns individuos potier surtos episédicos com anos



de remissao entre eles, e outros podem ter sinbbogé grave continua. Apenas uma
minoria dos individuos tem remissdo completa setaida subsequente no espaco de
poucos anos. O curso do TP geralmente € complipadauma variedade de outros
transtornos, em particular outros transtornos dsedade, transtornos depressivos e
transtornos por uso de substancias (ver a secamd@alade” para esse transtorno)
(DSM-V, 2014) O TP é caracterizado por recorreataques subitos de ansiedade (grave
e intensa), que resultam em manutencéo dessa amsipdr preocupacao e medo de que
0S ataques acorram novamente, impactando negatitameida do individuo. Estudos
demonstram que o TP coexiste com os transtornoestpos, favorecendo assim, uma
diminuicao da qualidade de vida e deficiéncia ctigmfuncional (Lee et al. 2014). Neste
transtorno, os individuos que sdo afetados intEmras sensagdes corporais, tais como,
taquicardia, ondas de calor e tonturas, como itidwde uma catastrofe iminente, como
por exemplo, sofrer um ataque cardiaco. Estudosutijisam modelos psicolégicos de
TP observam que estas interpretacdes distorcidasnseprincipalmente, para manter a
doenca. Isso significa que aqueles que sofrem dadiAterpretar as sensac¢des corporais
automaticamente como sendo uma ameaca, incitaminooloc vicioso que culmina
impreterivelmente nos AP (Woud et al. 2014).

Os critérios para diagnostico do TP, segundo a DSKBEo: A) AP recorrentes
e inesperados. Um ataque de panico é um surtotabitapmedo intenso ou desconforto
intenso que alcanca um pico em minutos e duragteabocorrem quatro (ou mais) dos
seguintes sintomas: Nota: O surto abrupto poder@carpartir de um estado calmo ou
de um estado ansioso. 1. PalpitagOes, coracaorade)eaquicardia. 2. Sudorese. 3.
Tremores ou abalos. 4. Sensagodes de falta desafocamento. 5. Sensagdes de asfixia.
6. Dor ou desconforto toracico. 7. Nausea ou ddedonabdominal. 8. Sensacéao de
tontura, instabilidade, vertigem ou desmaio. 9a€ims ou ondas de calor. 10. Parestesias
(anestesia ou sensacOes de formigamento). 11.dlieag&io (sensacdes de irrealidade)
ou despersonalizacao (sensacédo de estar distamgaionesmo). 12. Medo de perder o
controle ou “enlouquecer”. 13. Medo de morrer. Nd®adem ser vistos sintomas
especificos da cultura (p. ex., tinido, dor na naeéaleia, gritos ou choro incontrolavel).
Esses sintomas ndo devem contar como um dos distiomas exigidos. B) Pelo menos
um dos ataques foi seguido de um més (ou mais)te au de ambas as seguintes
caracteristicas: 1. Apreensao ou preocupacao fesscerca de AP adicionais ou sobre
suas consequéncias (p. ex., perder o controlameataque cardiaco, “enlouquecer”). 2.

Uma mudanca desadaptativa significativa no computao relacionada aos ataques (p.
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eX., comportamentos que tém por finalidade evea AP, como a esquiva de exercicios
ou situacdes desconhecidas). C) A perturbacdo namndequéncia dos efeitos
psicolégicos de uma substancia (p. ex., droga dsocabmedicamento) ou de outra
condicdo médica (p. ex., hipertireoidismo, doencasdiopul- monares). D) A
perturbacdo ndo é mais bem explicada por outrstyemo mental (p. ex., os AP nao
ocorrem apenas em resposta a situagdes sociagatgroomo no transtorno de ansiedade
social; em resposta a objetos ou situacdes foébimamscritas, como na fobia especifica;
em resposta a obsessfes, como no transtorno ofosessipulsivo; em resposta a
evocacao de eventos traumaticos, como no transti@mstresse pos traumatico; ou em
resposta a separacao de figuras de apego, comanstorno de ansiedade de separacao
(DSM-V, 2014).

Normalmente as respostas que podem originar osi8Respostas adaptativas de
sobrevivéncia (Stein & Bouwer 1997) que é conceiiuzomo uma percepcao de ameaca
externa iminente ou exteroceptiva (por exemplogueade um predador ou de uma
coespecifico agressivo) que produz sintomas cegsitie medo ou panico acompanhado
por: 1) respostas motoras somaticas comportame(p@aisexemplo, luta ou fuga); 2)
respostas coordenadas autonémicas simpaticasaglastiparassimpaticas para aumentar
a atividade cardiovascular; 3) aumento da atividepiratoria para oxigenagdo do
corpo; e 4) respostas hormonais [por exemplo, @piaerespostas de cortisol pelo eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal, etc.] para mobilizstoques de energia e suprimir o
sistema imune. Ainda, um estimulo sensorial intefinteroceptivo) pode tambéem
sinalizar eventos ameacadores de vida e pode ge@o cognitivo e sintomas fisicos
similares ao TP (Street, Craske et al. 1989, El@dBseuer 1996).

Uma das mais consistentes anormalidades vistasndividuos com TP sob
condicbes de laboratério é que eles sédo hiper-nsspgms a estimulos interoceptivos
normais (Hoehn-Saric, McLeod et al. 2004, Polldc&ster et al. 2006) e sédo vulneraveis
a sofrer AP em resposta a estimulos interoceptexes como infusées hipertbnicas de
Lactato de Sodio (NaLac) 0,5M (Liebowitz, Gormamletl984) ou inalacdo de GGom
concentracdes maiores que a presente em condigdesféricas normais (que € <1%),
ou seja, inducédo por hipercapnia (Gorman, Pappl.e194) que sdo agentes que
normalmente ndo induzem AP em individuos saudakeisexemplo, em 1984, Gorman
e cols expuseram 12 pacientes com TP e 4 indivisawdaveis a 5% de GOnfusdes
intravenosas de NalLac 0,5M ou a uma sala hipetadati e encontraram que dos
individuos com TP 7/12 (58%) tiveram AP com o812 (67%) com o Nalac, e 3/12
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(25%) com a hiperventilacdo (Gorman, Askanazi e1@84). Que sugere que pacientes
com TP podem tanto ser hipersensiveis ou hipeonssps a esses estimulos
fisiologicos interoceptivos que podem normalment@lzar um evento de ameacga a

vida, e gerar uma resposta de “panico” adaptatmaente quando severamente alterado.

1.2.1.1 — Como o lactato de sédio e a exposicaoCG(0: induz ataques de panico em

individuos com transtorno de Panico

Em 1967, Pitts e McClure notaram que durante océder individuos com
ansiedade desenvolviam sintomas de ansiedade ougdc@m com um rapido aumento
de acido latico plasmatico (Jones and Mellersh 19d46nes & Mellersh 1946) e
hipotetizaram que o acido latico poderia ser uniiflgapara ataques de ansiedade (Pitts
& McClure 1967). Eles entdo recrutaram individuas ¢inham sentimentos severos de
ansiedade quase diariamente, e 10 de 16 sintomméarss a eles foram usados para
definir os AP (por exemplo, medo, palpitacdes, mks®p e parestesias). Infusdes
racémicas de NalLac 0,5M gerou ataques de ansi¢diefitidos como medo catastréfico
com > 5 sintomas fisicos) em 13 dos 14 (93%) p&esecom ansiedade e em 2 dos 10
(20%) controles saudaveis. Uma infuséo de salicagfida falhou em induzir ataque de
ansiedade em qualquer um dos individuos. Estudstenares, agora usando individuos
diagnosticados com TP, também observou que infud®&@$éalac 0.5M NalLac levou a
AP na maioria dos individuos com TP comparado cemamtroles saudaveis ou com
outras desordens neuropsiquiatricas. Administragdode 0,5M de NalLac em 24
individuos com TP (nenhum controle foi usado) gex&uem 7/10 (70%) dos homens e
7/14 (50%) das mulheres (Goetz, Gorman et al. 1989)

Em seguida, outros estudos determinaram que, eacéies basais, individuos
com TO (36 homens e 40 mulheres) tinham alto ptdsere baixo nivel de PGQuando
comparado com controles (18 homens e 4 mulheresh{&, Cohen et al. 1986) e que
embora infusdes de NaLac 0,5M induziu a uma aleadodiminuiu a PC®em todos os
grupos, nao houve interagdo entre o grupo x tem§o houve diferencas basais no pH
ou diferengcas na PC@ntre os individuos com TP que tiveram e ndo diveAP. No
geral, as diferencas basais significativas entrindisiduos com TP e os saudaveis, é
consistente com uma alta hiperventilacdo basal a alta razédo respiratdria como

mostrado em um recente estudo de meta-analisesfGEaddirola et al. 2013), mas ao
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contrario do desafio com o G@m ar normoxico, NaLac € um desafio multissenkoria
(por exemplo, alcalose, lactato por si s6, estresa@tico ou mesmo hipernatremia) e
um gatilho sensorio especifico ou um gatilho assticcom NalLac que provoca AP nao
esta inteiramente claro.

Estudos clinicos com pacientes com TP sugeremmueumento de sédio, e ndo
de lactato ou estresse osmotico, pode ser uma rpaideitica para provocar AP. Peskind
et al., desafiaram 8 pacientes com TP e 7 saudéeaisinfusdes i.v de NaLac 0.5M,
solucéo hipertbnica de cloreto de sédio (NaCl)isotdnica NaCl, que respectivamente
provocaram AP em 6/8 (75%), 7/8 (88%) e 0/8 (0%jviilduos (Jensen, Peskind et al.
1998), e notaram que o Nsérico estava equivalentemente aumentado segeidaldac
e NacCl hipertdnico. Eles também notaram que agksambos produzirem AP, somente
o NaLac aumentou o pH venoso e diminuiu as comagdds venosas de PgQ@ue
sugere que o Nagode ser panicogénico. Adicionalmente, tanto Nadpaanto NaCl
hipertbnico aumento vasopressina arginina, mas@ N@ertbnico (3%) causa grande
aumento. Bicarbonato de sédio(Gorman, Battista |et1889) provocou respostas
equivalentes associadas ao panico em paciente$RoAiém disso, 11 de 20 individuos
(65%) foram mais propensos a experiéncia de APesposta ao NalLac dissolvido em
NaCl 0.9% em comparacédo com lactato dissolvido extrdse 5%, que induziu AP em
4 de 20 individuos (20%) (George, Lindquist etl8P5)

Aumentos sutis na quantidade dex&anguineo (ou seja, hipercapnia), causada
por hipoventilagdo ou por “prender” a respiracasula em acidose em estruturas
cerebrais periféricas e centrais que, inicialmeleea a um aumento na atividade de
respiracdo para ajudar a "explodir' o excesso de Se@® muita consciéncia do evento
[ver (Guyenet, Stornetta et al. 2010)]. No entan#&s0o 0s niveis de G@ontinuarem a
aumentar, ocorrera uma sensacao de "asfixia" espestas fisiologicas adicionais sao
iniciadas, incluindo respostas comportamentaig@@micas adaptativas. Por exemplo,
em seres humanos saudaveis inalar gas hipercdm&¥ CQ com ar norméxico e N
equilibrado) por 20 min (em relacdo ao ar normatantou sintomas cognitivos tais
como sentimentos de medo e de ser paralisado, amd®in um desejo de fuga. Os
sintomas adicionais incluiram falta de ar autotagla e sintomas cardiovasculares (isto
€, aumento da pressdao arterial sistélica (PASy@dardia) (Bailey, Argyropoulos et al.
2005). Woods et al.(1988) expuseram individuos &aeid a 7,5% de COno ar
normoéxico por 15 min, que, em relacdo ao ar coatroelque levou a um aumento em

relatos subjetivos de medo, ansiedade e nervossmama escala visual analdgica
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(EVA: nenhum relato de medo de perder o controlerdouquecer), bem como sintomas
fisicos associados com critérios para classificai@@dP no DSM-V, como sudorese,
palpitacdes, parestesias, sensacdo de asfixizpaéin (Woods, Charney et al. 1988).
Semelhantes aos dados encontrados por Gorma(ilé84d) Woods et al. anteriormente,
também expuseram individuos saudaveis e TP a 3%®¢geom ar normoxico de 15 min,
que em individuos saudaveis s6 aumentou o nervosgamsacao de desmaio, e dispnéia,
e ndo provocou AP, mas o provocaram a AP em 3f&) 6@ sexo masculino e 4/9 (44%)
individuos do sexo feminino com TP. Eles mostragume em comparagcdo com 0S
saudaveis, aqueles individuos com TP que apreaemtaP demonstraram maior medo
e ansiedade na EVA, bem como maior dispneia, megmedier o controle, palpitagdes,
sudorese, apesar de nao ter havido diferencasegpsstas de parestesias, sensagao de
desmaio, ou tontura. Em estudos utilizando medadadiovasculares e enddcrinas, o
desafio de C@a 5% aumentou da PAS e taxa de respiragédo, emdaods saos e TP que
tiveram um AP, mas individuos TP que tiveram umtitBam uma maior resposta da
FC. E importante notar que os sujeitos com TP die tiveram um AP durante a
exposicdo ao CEnao apresentaram um aumento significativo na BA8p aumento na
FC. Num estudo semelhante, os individuos com TRrarasm uma taxa de 73,3% de
medo leve (11/15) e uma taxa de 40% do AP (15/@8% ale CQ (Antony, Brown et al.
1997). Em individuos controles saudaveis, as réapote medo auto-relatados séo
agravadas pela inalagéo de 20% de @@ 20 segundos, e isto € um forte preditor do
desenvolvimento posterior de AP espontaneos (Zskie& Schmidt 2007). Por fim, os
controles saudaveis também mostram ansiedade aittm@ auto-relatada quando
habituados ao longo das sessdes, mas ndo dergessfo, depois de repetida a inalacao
de ar contendo 20% de @(-orsyth, Lejuez et al. 2000), 0 que sugere qteseessoes
poderiam ser utilizadas para estabilizar a serddloie aumentada existente a ansiedade
para mudancgas na homeostase acido-base que podeer @om a respiracao alterada
durante o estresse. Por outro lado, o emparelhansemtestimulo visual exteroceptivo
de ameaca (por exemplo, foto da serpente), masmacsugestao exteroceptivo neutra
(ou seja, foto de uma flor) com uma exposicéo @& @6 CQ (estimulo incondicionado)
leva a exacerbadas respostas autonémicas e aaftosrde ansiedade em seres humanos
(Forsyth & Eifert 1998). Assim, sensibilidade autaela a ansiedade a estimulos
interoceptivos poderia levar a respostas fobicagwsao dependendo se ou ndo o
contexto ambiental estava causando ameaca (popéxesala lotada ou trafego pesado)

durante a interrupcéo acido-base suave tal comweodarante a respiracao irregular.
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Uma observacao importante é que o método de pro@oaaspiratoria produz
intensas sensagodes corporais e induz AP mais fregaente em pessoas com TP do que
em outra categoria diagndstica (transtorno obsessimpulsivo, etc.). E referido que o
conceito de “senso de controle” das sensacdes reassdem um papel proeminente no
conhecimento atual da conex&o panico-respiracapgé mera ilusdo de que se possa
controlar as sensagdes corporais € suficientelpagauear AP induzidos por GOEm
individuos com TP, a ilusdo de controle sobre usafie interoceptiva panicogénico
parece alterar o grau de resposta de ansiedadesarc@ntomas de medo cognitivos
potencialmente catastroficas. Por exemplo, Sandeetoal. (1988) exposuram 20
individuos com TP a 15 minutos de 5,5% dex@® ar normoxico. Os sujeitos foram
informados de que, se uma luz se acendeu elesigmdéiminuir a quantidade de GO
que receberiam. A luz foi ligada durante o desaéidCQ para metade dos individuos e
nunca se ligou para a outra metade. Eles nédo forsinuidos que esse sinal (luz acesa)
iria realmente diminuir o fluxo de GOEm comparacdo com individuos com TP que
tiveram uma ilusdo de controle, os individuos cofh que achavam que ndo podia
controlar o fluxo de C@®relataram mais sintomas de panico, maior ansiedi@ide
percebida, e avaliaram que o evento foi mais cameacorréncia natural TP (Sanderson,
Rapee et al. 1988).

1.3 - Hipotalamo Dorsomedial, Estresse e Transtornde Panico
1.3.1 - Hipotalamo Dorsomedial

Estudos indicam que o hipotdlamo é uma regido itapt® na integracdo das
respostas autonémicas/endocrinas (Bernardis &rigelti 1998) e comportamentais ao
estresse emocional. Esta regido encefalica situaasdase ventral do diencéfalo,
constituindo a parte inferior das paredes latexaibase do terceiro ventriculo. Como o
seu nome sugere, o hipotdlamo localiza-se ventragva® tdlamo, do qual se separa pelo
sulco hipotalamico. E ainda limitado caudalmentdogeprocessos mamilares.
Ventralmente, o hipotalamo é constituido pelo ttibéreo, cuja parte central consiste na
eminéncia média e que se continua pelo infundilgue, o liga a hipofise. A posicao
estratégica do hipotalamo permite ainda numerosagxées com diferentes areas
cerebrais, 0 que faculta a intensa comunicacaoednalexistente, facilitando a recepcgao

e expressao dos numerosos e distintos impulsosswy{Getty, 1986; Ojede et al. 2000).
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O apetite e a ingestdo de alimentos sédo controjaolosonexdes neuronal entre
o hipotalamo, tronco encéfalico e centros cortidaisipotalamo € tido como o “centro
do apetite”, e regula diretamente a percep¢do dee,f@ comportamento relativo a
ingestdo de alimento e o balanco energético donage (Suzuki et al. 2010; Jauch-
Chara & Oltmanns, 2014). A principal hipOtese sist@& sobre esta regulacdo esta
relacionada a sinalizagdo gerada pelos amploswestade gordura nos adipocitos e a
disponibilidade de nutrientes, que levam a inibigh@onsumo de energia e da produgéo
endogena de glicose, e simultaneamente a um aungentgasto de energia com
consequente mobilizacdo das reservas de gordura.siimcdes responsivas nao
patolégicas o encéfalo detecta se o teor de endmjieorpo e a disponibilidade de
nutrientes sao suficientes, e sistematicamentgan@®mo armazena 0 excesso de energia
(na forma de massa gorda) e inicia uma resist&wiaxcesso de nutrientes, tais como
glicose (Schwartz & Porte, Jr., 2005).

O hipotalamo é dividido em diversos sub-nacleosesgntando cada um deles
funcdes e relagbes muitas vezes distintas. Algasses sub-nucleos tém sido apontados
como mediadores da resposta fisiologica ao esirdsstre eles o DMH. O DMH se
encontra adjacente ao terceiro ventriculo, cauda@Bneao nucleo hipotalamico
paraventricular (PVN), dorsalmente ao nucleo hidotéico ventromedial (VMH) e
ventralmente ao trato mamilotalamico. Lateralmemtdelimitado pelo fornix e area

hipotalamica lateral (Figura 1) (Fontes, Xavieale2011).
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Nucleo paraveatricslar

Hipotalamo posterior

Nucleo asterior

Nucleo lateral

Nadeo dorsomeodial

Nécloo veatromedial

Bregma-3.1 mm Bregma 3.4 mm

Figura 1: Representacdo da localizacdo do hipotdldansomedial. (A) Diagrama de corte sagital de
encéfalo humano com os principais nucleos hipotatdsn(B) Localizagdo do DMH em encéfalo de rato.
llI: terceiro ventriculo; DMN: ndcleo hipotalamicdorsomedial; DMC: por¢cao compacta do nicleo
hipotalamico dorsomedial; DMD: por¢do difusa do ladc hipotalamico dorsomedial; PH: éarea
hipotalamica posterior; VMH: nucleo hipotalamicow@medial; f: férnix; MT: trato mamilotalamico; LH
hipotalamo lateral; DA: area hipotalamica dorsd@ nucleo hipotalamico arqueado (Fontes et al1200
Fontes et al. 2006).

Estudos ressaltam a importancia do DMH na regulagadiversas respostas
fisioloégicas, como, reproducdo, ingestdo de alimgntmodulacdo endocrina e
autondémica, na regulacdo do ciclo circadiano e dgéneses (Zaretskaia et al. 2008;
Martinez et al. 2008; Martinez et al. 2008; Thomps® Swanson, 1998). Outra
importante participacdo deste nlcleo se da emaelag seu envolvimento nas repostas
comportamentais, onde diversas evidencias destagamarticipacao na reatividade ao
estresse emocional, respostas defensivas, integoecdespostas inatas, formacéao de
memoria ao medo, e nos transtornos de ansiedadues@lv& Shekhar, 2006; Nascimento
et al. 2010; Bergado-Acosta et al. 2014).

O SNC, bem como os nucleos hipotalamicos séao to@ote regulados pelo
acidoa-amino-butirico (GABA) (Mohler, 2012; Dimicco et.&002). O GABA, que é

gerado a partir do glutamato pela enzima acidcaglido descarboxilase (GAD) é o
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principal neurotransmissor inibitorio em mamiferesparece desempenhar um papel
fundamental na formacdo das respostas de medajndal sua aquisicdo, tempo de

armazenamento e subsequente modulacdo. Os neugahiadrgicos estdo diretamente
envolvidos nos circuitos relacionados a resposta niEdo durante o estresse

emocional/ambiental, e 0 comprometimento deste miwtT® parece estar envolvido em

transtornos de ansiedade, tanto em roedores qaantmmanos (Bergado-Acosta et al.
2014). O glutamato, que também exerce papel fundi@nea regulacdo ténica dos

nacleos hipotalamicos, é o principal neurotransonisxcitatorio do SNC, e alteracdes
da homeostase deste estdo fortemente associatis®@atologias neurodegenerativas
(Pocock & Kettenmann, 2007).

1.3.2 - Hipotalamo Dorsomedial e Estresse

Varios nucleos e sub-regibes hipotalamicas tém sagontados como
mediadores da resposta fisiologica ao estresselltma década, foi sugerido o
envolvimento do DMH (DMH) na mediacédo das respdstasionais ao estresse em ratos
(Dimicco, Samuels et al., 2002; Da Silva, Menezed.£2006; De Menezes, Zaretsky et
al., 2006; 2009). Sabe-se que a estimulacao @éitiquimica desta regido, por meio da
microinjecdo de drogas que bloqueiam a transmi&@BAeérgica ou que estimulam
receptores glutamatérgicos, produz um padrdo de anpad fisioldgicas e
comportamentais semelhante a situacoes de est{Bs#es e Dimicco, 1991; De
Novellis, Stotz-Potter et al., 1995; Da Silva, Meeget al., 2006; De Menezes, Zaretsky
et al., 2006).

Em estudo realizado anteriormente, avaliamos sdt@acdes na composicao
da dieta poderiam ter relacdo com as alteracOesemiicrinas, e ainda se a obesidade
induzida por DH (45% de gordura) seria capaz depcometer oS mecanismos de
controle da reatividade neuronal do DMH na reguagé respostas cardiovasculares
frente ao modelo de estresse por jato de ar. Nasigramos que a obesidade, induzida
por uma DH, potencializa a resposta cardiovasquiaituzida por estresse de jato de ar
em ratos. Esta resposta aumentada € provavelmewtgoda uma reduzida inibicdo
mediada pelo GABA dentro da DMH, uma vez que aagfio de receptores GARAOI
menos eficiente na reducdo do aumento da PAM ewquaidestresse ar em ratos obesos

(Abreu, de Abreu et al. 2014). Embora os estuddsrianes demonstrarem que a
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obesidade pode produzir uma resposta cardiovasowéor ao estresse emocional
(Sedova, Berube et al. 2004, D'Angelo, Mintz e2806), o nosso estudo anterior foi 0
primeiro a demonstrar que o aumento da reatividaddiovascular ao estresse, em
animais obesos, deriva de uma disfuncéo do sisgeimaergico dentro do DMH (Abreu,
de Abreu et al. 2014).

1.3.3 - Hipotalamo Dorsomedial e Transtorno de Paoo

O DMH é tido como uma regiéo critica na regulacéoadenacao das respostas
autondmicas associadas a excitacdo emocional,orel;defesa e comportamentos de
“luta ou fuga” (Johnson & Shekhar, 2012). Estadegencefalica, quando estimulada,
gera aumento da FC, respiratdria, e outros simaiexditacdo autondémica, tais como
sentimentos de apreensao e medo (Shekhar, 1998f &gatomas sao caracteristicos dos
AP em humanos, em particular, 0 aumento da atieidaspiratoria e a taquicardia, sao
similares as respostas observadas pela estimulpgdidca do DMH de ratos (Johnson,
Samuels et al. 2012). Estudos demonstram que @tn@usmissor inibitério GABA,
exerce um importante papel na regulagdo do ceatdiccestimulatério no DMH, e o
blogueio desta regido induz, além das alteracOeasliovasculares, respostas
comportamentais aversivas de fuga/evaséo e aumatosiedade experimental no teste
de “conflito” (Shekhar et al. 1990). Em contrap@atio aumento de GABA e o adequado
funcionamento de seus receptores GABAo DMH, séo capazes de reduzir este tipo
de aversao, e ainda, regular o comportamento @oaisiedade (resposta complexa
expressa pela apreensao psicoldgica e excitagdlo@ica) no teste do Labirinto em Cruz
Elevado (LCE). Estes dados sugerem que os neur@aibaérgicos no DMH estdo
envolvidos em uma série de respostas fisiologicamraportamentais associadas a
ansiedade e ao estresse (Shekhar, 1993).

Em razdo desta e de outras evidéncias, Shekhar(@886) sugeriram que a
disfuncdo cronica da neurotransmissdo GABAérgicaDidH € responsavel pelo
transtorno do panico, uma vez que simula parteeds sspectos comportamentais,
cardiovasculares e respiratorios observadas ducAie (Shekhar, Keim et al. 1996).
Estes autores utilizaram bombas osméticas paraimdona disfuncdo GABAérgica do
DMH mediante a microinfusdo crénica de alilglicima) inibidor da sintese do GABA
(Shekhar, Keim et al. 1996, Johnson, Truitt et 28110). Os ratos assim tratados

apresentaram respostas (i.e: taquicardia, hipétersansiedade) semelhantes a AP
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guando foram tratados, por via endovenosa, comsatngdo de lactato de sédio (0,5 M;
10 ml/kg) similar aguela que precipita os AP emigres. Adicionalmente, um estudo
do mesmo grupo mostrou que os receptores glutagnaaér do tipo NMDA, sao
fundamentais na regulacdo das respostas assocgmineco induzidas pela infusao de
lactato (Johnson & Shekhar 2006). Esses autoretrarm® entdo que essas respostas
foram bloqueadas por microinjecdes de antagong#agceptores NMDA no DMH, e
que o lactato aumentou seletivamente a atividddéac¢inducéo de c-Fos) em neurdnios
gue expressam o receptor NMDA, mas nao o recegiti?/ A Em adi¢cdo aos aumentos
na FC e na pressao arterial média (PAM), observagds a infusdo de lactato, a
disfuncéo gabaérgica cronica, no DMH, eliciou efe@nsiogénicos no teste de interagédo
social, sugerindo, segundo Shekhar et al. (199@gsenvolvimento de um transtorno
semelhante ao panico nestes ratos.

A despeito dos estudos acima, sugerindo o envohtordo DMH no transtorno
do panico, varios autores propdem que estes ataaudem dependam da ativacdo de
neurbnios de outras regides encefalicas, como a@dafai a substancia cinzenta
periaquedutal (PAG) e nucleo basal da estria tediBNST) (Schenberg, Bittencourt et
al. 2001, Johnson, Lowry et al. 2008).
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2 - Justificativa

2.1 - A obesidade e sua possivel vulnerabilidade espostas do tipo panico

J& estd bem descrito na literatura que o bloquaiénibicio mediada pelo
receptor GABA no DMH de ratos provoca aumento da FC, PA, resparaRR),
motilidade intestinal, e os padrdes de fluxo samguperiférico semelhante a uma reacéo
de defesa. Aléem dos subitos aumentos nos paraniisiaégicos, tal bloqueio provoca
efeitos comportamentais como aumento da locoma@g@mtuadas respostas ao medo, e
um aumento da ansiedade experimental medido em difésentes paradigmas
comportamentais. Assim podemos afirmar que umadatie diminuida de receptores
GABA no DMH induz respostas fisioldgicas e comporatais semelhantes aos AP em
humanos. Adicionalmente, a resposta de panico samel ao bloqueio do receptor
GABAA no DMH pode ser bloqueada por farmacos antip&liowamente eficazes.

Como ja foi dito anteriormente, uma caracteristiteressante de pacientes com
TP € que AP podem ser obtidos, de forma confiaiedyés de infusdes intravenosas de
agentes indutores ou a exposi¢do a @fiodelos de vulnerabilidade ao péanico). Além
disso, sabe-se que a disfungéo cronica de GABAg@ds de alilglicina) no DMH né&o s6
€ um modelo animal de transtorno do panico, masdéamdemonstra que um defeito
centro especifico pode induzir sensibilidade taniofusdo periférica de NaLac. Uma
falha central associada a sindrome de transtorngéthico, como por exemplo, a
deficiéncia na funcdo de GABA no DMH leva a sudukdiade a excitagdo fisiologica
por infusdes de lactato semelhantes aos pacieoted B (Shekhar et al, 1995). Por sua
vez, a breve inspiracdo de um estimulo de faltardpor exemplo: ar contendo 20% as
concentragdes de GOinduz um espectro completo dos sintomas asscasiedim AP
(como: medo de morrer, e robustas respostas cagsgipiratorias (Forsyth et al., 2000).
Em contraste, as concentragcées mais baixas dg%0), provocam AP, na maioria
dos doentes com disturbio do péanico, mas ndo nagobes saudaveis (Gorman,
Askanazi et al. 1984). A inalacdo das concentradée®0% de C®induzem alteracdes
comportamentais e fisioldgicas associadas ao péamctoatos saudaveis e de 7,5% de
CO,, em um modelo de panico com reduc¢des cronicasilmgdo GABA no hipotalamo
perifornical/nucleo hipotalamico dorsomedial (PeY). Essa regido é responsavel por
produz aumento das respostas de ansiedade e aoegedeem situacdes de medo, assim

como uma vulnerabilidade a gerar aumentos agudapalgpéanico na cardioexcitagao,
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atividade respiratoria e "fuga"”, comportamentosegssassociados apos estimulos
interoceptivos subliminares que ndo provocam rdapade panico em ratos controles
(Johnson, Fitz et al. 2011, Johnson and Shekh&)201
Sabemos também que a obesidade, especialmente tipodweisceral, esta

associada a varias doencas, tanto cardiovascudentaypsicologicas e, em um estudo
recente do nosso laboratdrio, mostramos que a ddwksipotencializa a resposta
cardiovascular produzida pelo estresse de jatos dmaatos. Nesses animais ocorreram
aumentos exagerados, tanto de FC [controle: 5®an8 e obeso: 94 + 10 bpm, quanto
na PAM [controle: 12 + 1 mmHg e obeso: 18 + 2 mmidgtante a exposicdo a um

modelo de estresse emocional (Figura 2).
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Figura 2: Alteracfes na frequéncia cardiaca (R@ pressao arterial média (PAM) evocadas pelossstre
de jato de ar em ratos controle e obesos ap6s minjegdo de veiculo-salina (100nl) e muscimol
(100pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. (A)dPinaximo de aumento de FC e PAM e (B) Delta
dos 3 minutos finais de estresse em relagdo adslian pré-estresse. * Comparagéo estatistica estre
grupos em relagdo a dieta, feito por ANOVA duas,w@m pés-teste de Bonferroni (p<0,05). Comparagao
estatistica do tratamento intra-grupo controle loeso feito com teste t de Student pareado (p<0,05).

A resposta cardiovascular exagerada ao estressmienais obesos tem sido

atribuida a altera¢cdes funcionais nos neuréniosDiH, sendo que esse nucleo
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encefélico é considerado um local integrador esalepara a resposta nessas situagoes.
Portanto, se os neurdnios do DMH séo, na verdadis, excitaveis em animais obesos,
esta parece ser a causa do aumento da reatividedlevascular ao estresse emocional
observada nesses animais.

Este estudo também mostrou que a injecéo de umstgaio receptor GABA
(muscimol) no DMH de ratos obesos reduziu de mamaegnos expressiva a taquicardia
e 0 aumento na PA, observadas durante o estresssoeal (Figura 2). Esta resposta
aumentada é provavelmente devida a uma reducauldgdp mediada por GABA no
DMH, uma vez que a ativagdo de receptores GABA menos eficaz na reducéo do
aumento da PAM evocada pelo estresse de ar emaia¢ses (Abreu, de Abreu et al.
2014). Por outro lado, a desinibicdo quimica dosp®res no DMH, realizado por meio
de microinjecdo unilateral do antagonista GABAicuculine methiodide (BMI), foi
eficiente em aumentar a PAM e a FC, no entante,asnento foi exacerbado e de curta
duracdo em animais obesos. Neste sentido, obseevque os animais com obesidade
induzida por DH apresentaram um maior aumento sigosta taquicardica a BMI, ou
seja, estes animais desenvolveram uma maior skdeile a resposta excitatoria
glutamatérgica durante o estresse emocional, sesst® um possivel efeito do
comprometimento gerado pela obesidade na regul@gd®Aérgica do DMH nestes
animais (Abreu, de Abreu et al. 2014).

Uma vez que héa evidéncia clinica de que a obesiestdeassociada a um risco
aumentado a ansiedade e a atividade cardiovasoudamal (Goldstein, Horwitz et al.
1983, Davies, Ghahramani et al. 1999), que padesum TP tém déficits na atividade
central de GABA (Goddard, Mason et al. 2001) e qae restauragdo farmacoldgica
dessa atividade impede AP (Johnson & Shekhar 2@8)a disfuncdo GABAna regiao
do DMH facilita o aparecimento de sinais que semstham ao transtorno do péanico,
em modelos onde a infusdo de lactato de sodio @5M exposicdo a 7.5% de £0
mimetiza esse distlrbio, em individuos propensAP ae que ratos com uma dieta rica
em gordura (DH) demonstram ter reduzida a inib@@&®BA no DMH (Abreu, de Abreu
et al. 2014), hipotetizamos que ratos obesos seed® suscetiveis a resposta do tipo
panico. Assim nesse projeto, avaliamos a vulnedaloié as respostas do tipo panico em

ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipidic

21



3 - Objetivos

3.1 - Objetivo geral
Avaliar a vulnerabilidade as respostas do tipogaam ratos com obesidade

induzida por dieta hiperlipidica.

3.2 - Objetivos especificos

» Avaliar o efeito da ativagédo dos receptores gluténgacos do tipo NMDA e do
tipo ndo NMDA, através da microinjecao dos agosigatamatérgicos NMDA
e AMPA no DMH de ratos obesos;

* Avaliar os efeitos da infusdo intravenosa de lact¥ sodio 0,5M sobre as
respostas comportamentais e fisioldgicas de rdtesas;

 Avaliar os efeitos da exposicdo a 7,5% de >C&bbre as respostas

comportamentais e fisioldgicas de ratos obesos;

« Auvaliar a atividade neuronal, por meio da expres&daroteina c-Fos, gerada pela
exposicdo a 7,5% de GOem regides encefalicas, tais como hipotalamo
perifornical, nucleo dorsomedial do hipotalamo eadnipotalamica dorsal, em

ratos obesos, pela técnica de imunohistoquimica;
* Avaliar se a obesidade, por si s6, é capaz de @aopialteracbes de

comportamento fazendo dos ratos obesos propensessstas de ansiedade,

através do teste de LTE.
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4 - Materiais e Métodos

4.1 - Experimentos realizados no Laboratério de Fislogia Cardiovascular, UFOP

4.1.1 - Modelo Animal

Para todos os esses experimentos, foram utilizeatos Wistar com peso de
100+£10g, provenientes do Centro de Ciéncia AnilB&lA) da Universidade Federal de
Ouro Preto. Os mesmos foram divididos aleatoriaenent quatro grupos nutricionais:
um grupo controle individual (Cl) que foi alimentadom racdo comercial Socil® e
alojado sozinho em gaiola individual, um grupo coletcoletivo (CC) que foi alimentado
com racdo comercial Socil®,0kcal/g e alojado em gaiola coletiva (maximo de 4
animais), um grupo dieta hiperlipidica individuallY que foi alimentado com dieta
hiperlipidica4,8kcal/gcom ingredientes em similaridade a Research Omtsférmula
D12451 ( ver tabela 1 ) e alojado sozinho em gaithvidual e um grupo dieta
hiperlipidica coletivo (HC) que foi alimentado caheta hiperlipidica com ingredientes
em similaridade a Research Diets, Inc. férmula B124 que foi alojado em gaiola
coletiva (maximo de 4 animais). Todos os gruposarformantidos na sala de
Experimentacédo | do CCA-UFOP por um periodo den®es@s seguindo seus respectivos
protocolos nutricionais. ApOs esse periodo, forambngetidos aos procedimentos
cirrgicos descritos a seguir. Em ambos os loagasanimais foram mantidos sob
temperatura controlada (23 + 1°C), com ciclo clesouro de 12 (doze) horas e acesbo
libitum a agua e a comida.

Todos os procedimentos foram realizados com a deygpdovacédo do Comité de
Etica no uso de Animais da Universidade FederaDde Preto — UFOP n° 2010\06 e
2014/02, de acordo com as diretrizes da Lei 11(Z64Arouca) e com 0s regulamentos
determinados pelo Guia de Uso e Cuidado de Animaid.aboratorio dd\ational
Research Council, EUA

23



Tabela 1: Composicao quimica da dieta hiperlijgidiom 45% Kcal/g.

Ingredientes o/kg kcallg
Colina 2,5 0
Mix de Vitamina (AIN 933 10,0 0
Mix de Mineral (AIN 93 35,0 0
Celulose 50,0 0
Maltodextrina 115,0 460,0
Amido 127,5 510,0
Sacarose 200,0 800,0
Caseina 220,0 880,0
Banha 200,0 1800,0
Oleo de Soja 40,0 360,0
TOTAL 1000,0 4810,0

Mistura de minerais (g/Kg de mistura):NaCl - 139,3 /Kl - 0,79 / MgSQ’H,0 — 57,3 / CaC®- 381,4
/ MnSQy.H0 — 4,01 / FeSO7H,O — 27,0 / ZnS@Q7H;0 - 0,548 / CuS®5H,0 — 0,477 / CoGI6H,O —
0.023 / KHPO; — 389,0.

2Mistura de vitaminas (g/Kg de mistura): Acetato de retinol — 0,6 / Colecalciferol — 0,0@&ido p-
aminobenzoico — 10,00 / I-Inositol — 10,00 / Niac# 4,00 / Pantotenato de célcio — 4,00 / Ribafiawv+
0,80/ Tiamina HCI — 0,50 / Piridoxina HCI — 0,58dido félico — 0,20 / Biotina — 0,04 / Vitamina B12
0,003 / Sacarose — g.s.p. 1000. / Colina — 20@;0dcoferol — 6,7.

4.1.2 - Delineamento Experimental

4.1.2.1 - Desenvolvimento de obesidade induzida padieta hiperlipidica

A utilizacdo de ratos como modelo biolégico em @ssude obesidade apresenta
bons resultados, que geralmente se assimilam &geet®ntrados no metabolismo de
humanos obesos. A dieta hiperlipidica, com 45%cdésrias provenientes de lipidios,
representa um dos modelos mais utilizados paradacéio de obesidade por dietas
(Roberts, Barnar@t al, 2006; Smith, Brandst al, 2006; Nagae, Fujitat al, 2009).

Os tecidos adiposos brancos epididimal, retropee#l, inguinal, e o adiposo
marrom interescapular foram pesados para a detagéordo indice de adiposidade.

A obesidade foi determinada utilizando-se o indieadiposidade (1A). O 1A é
calculado através da relacdo: MG x 100/peso corgmral (PCf). Diversos autores
utilizam este indice para avaliar a quantidade atdwga corporal em roedores (Levin,
Richardet al, 2000; Carroll, Zenebet al, 2006). Este método é facilmente realizado e
permite analisar os depdsitos de gordura corpaahdneira consistente. Além disso,
utilizamos o indice de Lee (Lee, 1929) para avaligrau de obesidade dividindo-se a
raiz cubica do PCf em gramas pelo comprimento aasb{CNA) em milimetros, mesmo

que esse parametro ndo seja muito confiavel paeadeterminacao.

24



Faz necessario ressaltar que, todos os animaradbk para testar essa hipotese
passaram por procedimentos cirirgicos. Com o otdé testar essa hipotese foram
aproveitados todos os animais utilizados nos progiexperimentos.

Conforme a figura abaixo, € possivel observar meainento experimental ao

qual alguns dos grupos experimentais (4.1.2.28%. 4.1.2.4), foram submetidos.

Protocolo
Nutricional

Procedimentos Cirurgicos

Protocolo Experimental

O o 6\"9

o «?° (b"

O
%\\

s
Ratos Wistar
[ (100£10g) |—| Estereotaxia |—| Canulagao |_| Experlmento |_| Expenmento]

Figura 3: Delineamento experimental das microings¢®rotocolo nutricional, procedimentos cirdrgieos
protocolo experimental.

Além disso, em todas as séries experimentais arsagumicroinjecées foram
realizadas por ordem randémica e os animais tanibeam utilizados como controle

deles mesmos, permitindo assim um menor uso deanim

4.1.2.2 - Avaliacao da reatividade cardiovascularrpduzida pela ativagdo quimica
dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA do DMHle ratos com obesidade

induzida por dieta hiperlipidica

Experimentalmente, examinamos o efeito da micrggge de NMDA
(10pmol/100nL) no DMH, nas respostas cardiovaseslate ratos com obesidade
induzida por dieta hiperlipidic&srupo 1 e 2, n=8 e n=5)Para tanto, apés o término do
protocolo nutricional (9 semanas), os ratos forabmsetidos a estereotaxia (ver 4.1.5.1),
para o implante de canulas-guia no DMH (DMH). Ag6dias de recuperacao, foram
submetidos a canulacdo da artéria femoral (veb48)Lpara posterior deteccdo dos
parametros cardiovasculares. Dois dias apés a agiwl foram feitas microinjecdes
unilaterais de N-metil D-Aspartato - NMDA (agonisias receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA) ou veiculo (PBS) no DMH via canula-guia nos anindais grupos coletivos
controle e obeso. Os parametros mensurados duocalt® procedimento experimental

foram FC e PAM (ver 4.1.6). Esses animais, tamldéram utilizados como controles
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deles mesmos. Para essa hipotese foram utiliz&8lasifnais, sendo 8 animais CC e 5

animais HC.

4.1.2.3 - Avaliacao da reatividade cardiovascularrpduzida pela ativagdo quimica
dos receptores glutamatérgicos do tipo ndo NMDA dDMH de ratos com obesidade

induzida por dieta hiperlipidica.

Examinamos o efeito da microinjecdo de AMPA (3pd@hL) no DMH, nas
respostas cardiovasculares de ratos com obesidgadeida por dieta hiperlipidica,
(Grupo 3 e 4, n=8 e n=5)Para tanto, ap0s o término do protocolo nutraia®
semanas), os ratos foram submetidos a esteredisediat.1.5.1), para o implante de
canulas-guia no DMH. Apos 7 dias de recuperacdanfocsubmetidos a canulagéo da
artéria femoral (ver 4.1.5.3) para posterior paratectdo dos parametros
cardiovasculares. Dois dias ap0s a canulacao, féeaas microinjecdes unilaterais de
Acido alfa-Amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol Prdjico - AMPA (agonista dos
receptores glutamatérgicos do tipo ndo-NMDA) owcwiei (PBS) no DMH via canula-
guia nos animais dos grupos coletivos controle @sobOs parametros mensurados
durante todo o procedimento experimental foram FRAMB (ver 4.1.6). Esses animais,
também, foram utilizados como controles deles mesrRara essa hipdtese foram

utilizados 13 animais, sendo 8 animais CC e 5 asi@&.

4.1.2.4 - Avaliacao da vulnerabilidade de ratos corabesidade induzida por dieta
hiperlipidica as respostas do tipo panico produzida pela infusdo intravenosa de

lactato de sodio

Nestes experimentos observamos o efeito da obesisizida por dieta
hiperlipidica sobre as respostas cardiovasculagsidas pela infusdo intravenosa de
lactato de sodi¢Grupo 5 e 6 - coletivos n=5 e n=4; 7 e 8 — indivais n=6 e n=5) Para
isso, apos o periodo de 9 semanas de protocolcion#l, os animais foram submetidos
a canulacdo da artéria e veia femoral (ver 4.16&428hs depois receberam infusdes de
0,9% de solucéo salina e 0,5 M de lactato de s@dianl/kg ao longo de 15 minutos,
semelhante a infusdes de lactato clinicos) (Lietmetial, 1986; Shekhaet al, 1996),

em ordem aleatoria, com, pelo menos, 70 min dededepecuperacao entre as infusoes.
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Os parametros mensurados durante todo o procediragperimental foram FC e PAM
(ver 4.1.6), as infusdes foram realizadas com dliaugde uma bomba de infusdo
(Insight®) e as respostas para lactato (FC e PAK&nh as diferencas entre as alteragdes
induzidas pelas infusbes de lactato em comparagédoec salina (veiculo). Para essa
hipotese foram utilizados 20 animais, 5 ratos Cfatds HC, 6 ratos Cl e 5 ratos HI.

Ao final da ultima infusdo intravenosa os animais &perimentacdo, foram
anestesiados (super dosagem de cetamina/xilaginain seguida, eutanasiados por
perfusdo transcardiaca para posterior remocao @lebros. Esses foram removidos e

congelados (isopentano a -80°C).

Protocolo
Nutricional
Procedimentos Cirurgicos
Protocolo Experimental
9 o° ?° ©
N o‘ \)
e N I\
aﬁ& ) 19
Ratos Wistar Canulagio Experimento Experimento
(100%+10g) Veia e Artéria Femoral I Il

\ 4

I Basal - Recuperagdo I Sem registro I Basal - Recuperagdo I

25 min 25 min 70 min 25 min 25 min
15 min 15 min

Figura 4: Delineamento experimental - infusdo dgal®. Em A, a escala temporal para o protocolo
nutricional, procedimentos cirdrgicos e protocokperimental. Em B, a escala temporal dentro do
protocolo experimental para a avaliagéo do efeitmflisdo intravenosa de lactato (0,5M) ou saldn@9p).

O registro do protocolo experimental foi divididm @ momentos. No primeiro momento tem-se o periodo
basal (25min), o periodo infusdo (15min) e o perioelcuperagdo (25min). Ao término do primeiro
momento, espera-se 70min e, no segundo momentesgemvamente o periodo basal (25min), o periodo
infusdo (15min) e o periodo recuperacgao (25min)sétas vermelhas representam o momento da infuséo
intravenosa de lactato e salina, em sequenciassrordndomizada.

4.1.3 - Preparo de drogas/substancias utilizadas

Anestésico (Solucdo de Cetamina + Xilazinayolucéo preparada pela adicdo de 3 mL
de Xilazina (Dopaser — Solucéo Injetavel, Prodmgdrtado: Laboratorios Caller AS

Barcelona Espanha) 3% (p/v) a 10 mL de Cetaminari@@ato de Cetamina 10% -
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Proprietario: Syntec do Brasil Ltda, FabricanteoBifarma Industria Farmacéutica Ltda,
Hortolandia S&o Paulo) 10% (p/v). Utilizada da $eiguforma: dose (Cetamina:
80mg/kg; Xilazina: 7mg/kg) e volume (0,1mL/100gatemal;i.m.).

Anestésico Inalatorio: (Isofluorano 100% (Cristalia Produtos Quimicos Faréuticos
Ltda. Itapira S&o Paulo) utilizado para inducdo aatencéo de anestesia geral. Este
anestésico foi utilizado durante a canulacdo daeeairtéria femoral, em uma taxa de 2 —

2,5% associado a 2l/min de.O

Anestésico Local — Cloridrato de Lidocaina 2%:utilizada na regido tricotomizada
precedente a estereotaxia. O animal recebeu ura@dmjsubcutanea de 0,4mL de
cloridrato de lidocaina 2% (Rhobifarma IndUstriankacéutica LTDA, Hortolandia —

Séao Paulo) associado a epinefrina, para provocarwasoconstricdo local e facilitar a

exposicao do cranio do animal.

Antibidtico (Pentabidtico Veterinario): (Fortecilin Pequeno Porte, Penicilinas +
Estreptomicina — Laboratério Bio-Vet S/A) utilizado tratamento pds-operatorio dos
animais na prevencao de infeccdes, na seguinte 480Ul de penicilina, 20mg de
estreptomicina e 20mg de diidroestreptomicina/kgluwhe injetado: 0,1 mL/100g de

animal;i.m).

Antiinflamatorio [Ketoflex 1% p/v (Cetoprofeno)]: (Ketoflex 1%, Antiinflamatério a

base de Cetoprofeno - Mundo Animal Veterinario Ltddilizado no tratamento poés-
operatorio dos animais, com o objetivo de reduzilamacdo e dor decorrente dos
procedimentos cirurgicos. Utilizado da seguintanfar dose (4mg/Kg) e volume (0,1

mL/100g de peso corporal do animsak).

Acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol Propbnico - AMPA (agonista dos
receptores glutamatérgicos do tipo ndo-NMDA)(SIGMA-ALDRICH, USA) diluido
em PBS até atingir a concentracao utilizada nestatho (3pmol/100nL), separado em

aliquotas de 10 ul e mantido congelado a -20°C.
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Acido D-L lactico, sal sédico (SIGMA-ALDRICH, USA) diluido 0,5603g de lactato

completando o volume para 10mL de salina 0,9%.

N-metil D-aspartato - NMDA (agonista dos receptoreglutamatérgicos do tipo
NMDA): (SIGMA-ALDRICH, USA)diluido em PBS até atingir a concentracéo utilizada
neste trabalho (10pmol/100nL), separado em aliguidalO pl e mantido congelado a -
20°C.

Paraformaldeido 0,1M a 4%: para utilizacdo em varias etapas da imunohistogaimi
para c-Fos, foi preparada uma solugcédo de parafdeitll 4%. Inicialmente aqueceu-se
450 mL de &gua destilada num becker até 80°C. Emids®e acrescentou-se 40g de
paraformaldeido em po (Vetec Quimica Fina — SIGMABRICH Brasil), mantendo
sob agitacdo e sempre aquecida. Depois, acresesmtduou 3 gotas de NaOH 1M,
agitando, até que ficasse transparente. Logo dep@sta mistura foi adicionada a 500
mL de PB 0,1M, em uma proveta de 1000mL. O voluestante foi completado com

agua destilada, filtrado e armazenado em gela{#i@) até o uso.

PBS (Salina tamponada com fosfato; pH 7,2gstasolucao foi preparada pela diluicao
de 8,18g de NaCl P.A., 1,98 g de2NRQw.7H.0O P.A. e 0,26 g de NaRQs..H.O P.A.
(Vetec Quimica Fina — SIGMA-ALDRICH Brasil) em aguitra-purificada (Milli — Q®)
g.s.p. 1000,0 mL. O pH da solucéo foi ajustado Fe2acom solucdes de HCl e NaOH,
conforme necessidade. A solucgéo foi esterilizadaaptoclavagdo 120°C e 1,0 Kgkm
durante 15 minutos, conforme protocolo em vigor lreboratério de Fisiologia

Cardiovascular, e utilizada como veiculo em todosxperimentos de microinjecao.

PBS 0,1M (pH=7,4):para utilizacdo em varias etapas da imunohistogaipéra c-Fos,
foi preparada esta solucdo. Inicialmente aqueceaB8emL de agua destilada em um
becker. Em seguida, acrescentou-se 2,62g decMaH>O (Vetec Quimica Fina —
SIGMA-ALDRICH Brasil), mantendo sob agitacdo. Depoile estar totalmente
dissolvido o primeiro sal, acrescentou-se 11,58 aeiPQ; anidro (Vetec Quimica Fina
— SIGMA-ALDRICH Brasil), sempre mantendo a agitagdo aquecimento. Depois de
estar totalmente dissolvido o segundo sal, acresecese 2,92g de NaCl (SIGMA-
ALDRICH, USA). Apos a dissolucéo total dos saisnptetou o volume final (1000mL).
Mediu-se o pH (Sensoglass, Sensores AnaliticoD-ePhpH, Modelo SC02) depois do
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preparo, uma vez que este deve ser 7,4. A solagdoantida em geladeira (4°C) até o

uso.

Sacarose 20%:para crioprotecdo dos cérebros e posterior procesga no criostato,
foi preparada uma solucéo de sacarose 20%. Coke@0¢g de sacarose em uma proveta
de 100 mL; o volume foi completado com PB 0,1Mme,seguida, manteve-se a agitacao
da solucéo, até a completa dissolucdo da sac&gséucao foi armazenada em geladeira
a4°C.

Salina 0,9%: diluido 0,099 de cloreto de sédio completando lmime com 10mL de

agua Milli-Q.

Salina Heparinizada: para evitar a formacao de trombos na canula irser@dartéria
femoral, foi preparada uma solugéo de salina heigada para preenchimento da mesma.
Para isso, foi utilizada a preparacdo 25mL de PB% @iltrado e 0,625mL de heparina
pura 500Ul (Parinex, Heparina sddica uso intravenedipolabor). A Heparina foi
colocada em um baldo volumétrico e completou-selunve para 25 mL com o PBS; a

solucao foi distribuida em vidros e armazenada eladgira.

Solucdo de gelatina:para a pré-lavagem foi utilizada uma solucdo cattefcido
aceético 1% (1mL) em alcool 70 (99mL). Ja para atgekacao foi preparada uma solucéo
contendo 600mL de agua destilada, 5,0 g de geldéngele bovina tipo B (SIGMA —
ALDRICH, Referéncia do produto: G9382-500, Numeeolate: 097K0108) e 0,3g de
sulfato de cromo e potassio. Para o preparo, adegigada foi aquecida a 60°C e agitada
no Biomixer 78HW-1, sendo que a gelatina foi adieida aos poucos. Apds completa
dissolugcédo, foi adicionado o sulfato, também até& sompleta homogeneizacgéo.
Posteriormente, a mesma foi filtrada e mantidaoj@stlaminas para atingirem a mesma

temperatura.

4.1.4 - Confeccao de canulas-guia e canula injetora

As canulas-guia (CG) foram confeccionadas utilizased agulha 23G
(BDprecisionGlidM Agulha hipodérmica, 0.60x25mL — 23G x 1”. Fabdoapor
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Becton Dickinson Industrias Cirdrgicas Ltda — Gbat Parana Brasil). Através da
eletrocorrosdo, as mesmas foram ajustadas até @ricoemto de 15 mm para
microinjecdes realizadas no DMH. J& as canulasoirge foram confeccionadas a partir
da agulha 30G (PROCARE- Agulha gengival descartavel trifacetada, Impmbota

Lamedid Com. e Servicos LTDA, Barueri S&o Paulo 30@a). Também, através da
eletrocorroséo, as mesmas foram ajustadas a 16amano@®MH. Com isso, no momento
da microinjecao, a extremidade da injetora permanbom abaixo da extremidade da

CG, de acordo com as coordenadas utilizadas pdrasiiocais.

4.1.5 - Procedimentos Cirargicos
4.1.5.1 - Implante de canulas-guia

Com o auxilio de um aparelho estereotaxico (StaglCo. lllinois, EUA),
implantamos a CG de 15 mm em direcdo ao DMH coragigmente descrito (da Silva
et al. 2003; da Silvat al. 2006; de Menezes$ al. 2006; de Menezes al. 2008, Abreu
et al. 2013), quando necesséario. Para isso, osaenfioram anestesiados com solucao
anestésica de Cetamina e Xilazina (i.m.) e, emidaga regido entre os pavilhdes
auditivos e os olhos foi tricotomizada. Os animfaiam acomodados e fixados no
estereotaxico com a barra dental a 3,3mm abaixdindtea interaural. A regido
tricotomizada foi submetida & assepsia com PVRaaegnte e, apods foi realizada injecédo
subcutanea de cloridrato de lidocaina 2%, asso@adpinefrina, para provocar uma
vasoconstricao local. Feito isso, a regiao supe&ocranio foi exposta a partir de uma
incisdo mediana; dois orificios foram feitos pafxacdo de parafusos de aco inoxidavel
no cranio dos animais para ancoragem da CG.

A torre do estereotaxico foi angulada em zero eledrguia foram posicionadas
usando o bregma como referéncia, de acordo comoadenadas esteriotaxicas segundo
0 atlas de Paxinos e Watson (Paxinos & Watson, )20ata o DMH as coordenadas
utilizadas foram: -3,3mm antero-posterior; 0,6mnter@; -7,6 mm ventral. Em
sequéncia, foram realizados os orificios para danip das CG. Para os experimentos de
ativacdo quimica foi realizado um orificio unilaiemo DMH, enquanto que nos
experimentos de inibicdo quimica foram realizadois @rificios bilaterais no DMH.
Introduzimos a CG e fechamos a abertura cirirgioa tesina odontoldgica (acrilico
dental polimerizavel). Com o intuito de evitar astwb¢do da CG, introduzimos um
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oclusor de aco inoxidavel com 1mm a mais do comgmimda CG (16mm). Feito isso,
0s animais foram submetidos aos cuidados pos-dpemtdescritos adiante, e passaram
por um periodo de recuperacao de 7 dias.

4.1.5.2 - Canulacéo da veia e artéria femoral

Passado o periodo de 9 semanas de protocolo oo#icios animais foram
anestesiados, utilizando-se de anestésico inalgiédfluorano 2 — 2,5% - 2I/min de)O
para a realizacao do implante do cateter na vaigega femoral. Realizamos a tricotomia
da regido inguinal e do dorso, seguida de assdpstas locais com PVPI degermante. O
trigono femoral foi exposto de acordo com a figliratravés de uma pequena incisdo na
regido inguinal, e os vasos femorais foram iderados e separados do nervo femoral.
Um cateter de polietieno (PE-10 Clay Adams, Parsyy, NJ, EUA), de
aproximadamente quatro centimetros (soldado paciaento a um tubo de PE-50 de
13 a 14 cm aproximadamente), foi introduzido na ¥&mnoral e outro, na artéria femoral,
até alcancar a aorta abdominal. A fim de garami@@oclusdo do cateter (formacao de
trombo), ambos foram preenchidos com solugdo deashkeparinizada (125 UI/mL).
Apo6s a introducdo dos cateteres, estes foram taasagdos pelo tecido subcutaneo do
animal, com o auxilio de um pequeno tubo de metatdter), até a sua exteriorizacdo na
regido interescapular. Terminado o procedimenttoaas de incisdo foram suturados.

Antes do inicio dos procedimentos experimentaignisais foram submetidos
a um periodo de recuperacao por 48hs. No momemgikiro, a extremidade do cateter
da artéria femoral foi conectada ao sistema desa@gi de dados, para obtencdo dos
sinais de PA e FC, enquanto a extremidade do catatgeia femoral foi conectada a

bomba de infusdo, para infuséo intravenosa dettadeasédio e salina.
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Artéria

Figura 5: Esquema do implante de cateter na varééeia femoral. Em A, tem-se o local de dissed(dio
trigono femoral. Em B, isolamento da veia e artégiaoral, bem como, a insercdo de seus respectivos
cateteres (Fortes, 2010).

4.1.5.3 - Canulacéo da artéria femoral

Passado o periodo de recuperacdo de 7 dias, ogisrone passaram pelo
procedimento de esteriotaxia, foram novamente esiestos, utilizando-se de anestésico
inalatorio (Isofluorano 2 — 2,5% - 2l/min de)®ara a realizacdo do implante da canula
na artéria femoral. Todos os procedimentos cirégyiseguintes sdo semelhantes aos
descritos no item acima (ver 4.5.2), no entan@jzamos somente o implante do cateter
na artéria femoral. Antes do inicio dos procedirng® xperimentais, 0s animais também
foram submetidos a um periodo de recuperacdo migacé@io de 48hs. No momento do
registro, a extremidade do cateter foi conectadsistema de aquisicdo de dados, para
obtencéo dos sinais de PA e FC.

\ Artéria
N

Catete

Figura 6: Esquema do implante de cateter na aftgmaral. Em A, tem-se o local de dissecc¢ao dordg

femoral. Em B, isolamento da veia e artéria femdraim como, a inser¢do do cateter na artéria fémora
Adaptado de: Fortes,2010.
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4.1.5.4 - Cuidados pés-operatérios

Ao final de cada procedimento cirdrgico, os animmateberam injecas.c.de
cetoprofeno (Ketoflex®) e uma dose profilatica @aipilina (Pentabidtico Veterinario)
para prevencao de infecgbes e inflamacgdes. Os fatas alocados em suas gaiolas
individuais e mantidos sobre manta térmica, atéassggem completa do efeito do
anestésico, a fim de evitar hipotermia (apenas apfsocedimento de implante de
canulas-guia). Posteriormente, os animais foramtid@na sala de experimentos sob
condicbes de temperatura, luminosidade e niveisuit® controlados, com dieta de

acordo com o protocolo previamente estabelecidpuaad libitum.

4.1.6 - Registro dos parametros cardiovasculares

A céanula inserida na artéria femoral dos ratosufdizada para obtencédo do
registro dos parametros cardiovasculares; a mesn@mectada a um transdutor que,
ligado a um sistema de aquisi¢cao de dados Powet/Ra@liADInstruments), possibilitou
o registro da pressédo arterial pulsatil (PAP). Asilacfes de pressdo captadas foram
amplificadas e convertidas em sinais enviados aplata de aquisicdo de dados, atraves
de uma placa de conversao analdgico/digital. Queoét de leitura Chart 7 para Windows

realizou uma coleta continua da PAP, calculangaytir desta, os valores de FC e PAM.

4.1.7 - Procedimentos das Microinjecoes

Para a microinjecdo de drogas nas regides do DMHyréxima a ela, foram
utilizadas canulas injetoras de 16mm. Essas ssapen 1 mm maior que a canula guia
e é conectada a um tubo de polietileno (Nortor,@).@ a uma seringa Hamilton de 10
uL, preenchida com agua deionizada. O polietilenpr®enchido com a droga ou veiculo
a ser utilizado e, entre a 4gua deionizada e @&dia contida no polietileno, formou-se
uma pequena bolha para monitorar as microinjecéesgiao de interesse, pois a mesma
se desloca a medida que é realizada. A canulaiajéti introduzida na canula-guia e a
droga ou PBS foram microinjetados. Apds a retirddacanula injetora, a mesma foi
testada para verificar possiveis obstrucdes e tjacasucesso da microinjecao.
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4.1.8 - Preparacédo de laminas para Histologia

Todas as laminas utilizadas na histologia forarrlgradas e gelatinizadas. Para
iss0, inicialmente as laminas foram banhadas emsaitogao contendo acido acético 1%
(ImL) em alcool 70 (99mL), apds, lavadas em agueente e depois foram feitos dois
banhos em 4gua deionizada. As laminas permaneee3dfC até sua secagem completa.
Em seguida, foi preparada uma solucdo contendo b@fsmagua destilada, 5,0 g de
gelatina de pele bovina tipo B (SIGMA — ALDRICH, feeencia do produto: G9382-500,
Numero de lote: 097K0108) e 0,3g de sulfato de orerpotassio. Para o preparo, a agua
destilada foi aquecida a 60°C e agitada no Biomn8HW-1, sendo que a gelatina foi
adicionada aos poucos. Apds completa dissolug@adiocionado o sulfato, também até
sua completa homogeneizacdo. Posteriormente, aarfestiitrada e mantida junto as
laminas para atingirem a mesma temperatura. Fsstm, foram feitos 3 banhos com
intervalo de 30 minutos para secagem. Apds a g&atido, as laminas foram
recolocadas em suas caixas e mantidas em gelad&i@a

4.1.9 - Procedimentos Histoldgicos

Ao término das séries experimentais, injetamos l0@o corante Comassie
blue (1uL, 2%), nos sitios de microinjecdo, parasequente confirmacao histolégica
quando necessario. Anestesiamos 0s animais corbro da quantidade de solugéo de
Cetamina + Xilazina, submetendo-os a uma toraceiqrara a exposi¢cdo do coracao.
Através de puncéo cardiaca, realizamos a perfusésolucéo salina (0,9%), seguida de
solucdo de paraformaldeido tamponado (4%). Postegitte, retiramos e fixamos o
cérebro em solucdo de formaldeido tamponado 4% &dworas. ApOs este periodo, 0s
cérebros foram transferidos para uma solucao deasea 20%, permanecendo por 24
horas. Cortes coronais na regidao do DMH, com asssipa de 45 pum, foram obtidos com
o auxilio de um Criostato (Leica CM 1850, Alemant®@$ cortes foram colocados em
laminas de histologia previamente gelatinizadasadmws com vermelho neutro (1%) e,

posteriormente, examinados por microscopia optieaKigura 10, 13 e 14).
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4.1.10 - Analises dos resultados

Para a realizacdo das analises de FC e PAM bas#&islamos as médias dos
menores valores obtidos durante 5 minutos de cadadm basal pré-estresse registrado
de todos os animais que foram submetidos aos expeios.

Nos protocolos de ativacdo quimica do DMH com agjasi glutamatérgicos
(tanto durante a microinjecdo de PBS/NMDA - grudo® 2 - quanto durante a
microinjecdo de PBS/AMPA - grupos 3 e 4) realizam®snalises de FC e PAM a cada
3 minutos considerando os 6 minutos antes ao teamttim(basal) e os 15 minutos
seguintes pés-tratamento. Foram utilizados osmBgirds minutos de estresse como pico
e 0s 3 minutos de recuperacdo (ap0s terem se padsamhutos do tratamento) para o0s
calculos dos deltas. Vale ressaltar que as mi@oigs dos agonistas glutamatérgicos,
bem como do seu respectivo veiculo ocorrem em dimsecutivos e de maneira
randomica.

J& nos protocolos de avaliacdo da vulnerabilidadeatbs com obesidade
induzida por dieta hiperlipidica as respostas @go fpanico produzidas pela infuséo
intravenosa de lactato de sodio (grupos 5, 6, J/reaizamos as analises de FC e PAM
a cada 1 minuto considerandol minuto antes (bdgafjjinutos durante e os 20 minutos
seguintes ao tratamento. Foi utilizado o minutosnadio dos 5 primeiros minutos de
infusdo de lactato como pico e o minuto final duperacao (Ultimo minuto de registro)
para os céalculos dos deltas. A partir desses dadagspostas para lactato (FC e PAM
méaximas ou finais) relatadas sao as diferencas astlteracdes induzidas pelas infusées

de lactato e salina.

4.1.11 - Analises Estatisticas

Utilizamos o programa GraphPad Prism 5.00 (GrapHpegd para as analises
estatisticas. Utilizamos o teste t de Student - pgir@ado para andlise das variaveis
independentes, o teste t de Student — pareadcapaliae das variaveis dependentes, a
analise de variancia ANOVA duas vias para anaksmdis de dois grupos sob influéncia
de um (dieta) ou dois fatores (dieta e droga),eetsgamente. Para ANOVA duas vias,
utilizamos o pos-teste de Fisher LSD para compasagntre os grupos PBS e
NMDA/AMPA em relacédo a dieta e para comparacdeseens outros grupos PBS e
NMDA/AMPA, bem como, salina e NaLac 0,5M. Estabelaos o nivel de significancia
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de 5% (p < 0,05). Os resultados foram expressoblédia + EPM da Média (Média +
EPM).

4.2 - Experimentos realizados na Escola de Medicirda Universidade de Indiana
4.2.1 - Modelo Animal

Ratos Wistar (100+10g, provenientes da Harlan Latooes) foram alojados
individualmente e ap6s dois dias de seu recebimfenémn divididos em dois grupos
experimentais: dieta controle (DC) que foi alimeot@aom racdo comercial (3,0kcal/g;
#7001) e DH que foi alimentado com dieta hiperigadi5% de calorias provenientes de
lipidio (4.6kcal/g; TD.06415) ambas da Harlan Laories, Madison, WI. Os animais
foram alimentados por suas respectivas dietas ipoperiodo de 9 semanas antes das
manipulacbes experimentas sobre condicbes amlserngadroes (22 °C; ciclo
claro/escuro de 12/12h; luzes acesas as 7:00 da&ndbds ratos foram pesados e sua
ingestdo alimentar e energética foram monitoragida $emana. Agua e alimento foram
providosad libitum Os procedimentos de cuidado animal foram condszite acordo
com oNIH Guidelines for the Care and Use of Laboratonjraals 8" Edition | o guia
IUPUI Institutional Animal Care and Use Committpeptocolo aprovado sob o nimero
10518.

4.2.2 - Composigao Corporal
4.2.2.1 - Echo MRI

A composicao corporal total foi determinada, conraies acordados, usando
tecnologia de ressonancia magnética nuclear cogquipamento EchoMRI700™ (Echo
Medical Systems, Houston, TX, USA) (Figura 7) aB&emanas de protocolo dietético
(como apds 9 semanas 0S animais passariam poriregp&ys comportamentais,
julgamos que seria melhor fazer essa analise umarseantes do término do protocolo
dietético evitando assim interferéncias refereatesntensédo dos animais). Scans foram
realizados colocando os animais em um cilindro ldstipo de parede fina (3 mm de
espessura, 6,8 ou 8,2 cm de diametro interno, case ho peso corporal), com uma
insercao plastica cilindrica adicionada para limagamovimento. Dentro do tubo, os

animais foram submetidos brevemente a um campwoelagnético de baixa intensidade
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(0,05 Tesla) para medir, massa de gordura, masg@n@gua livre e agua corporal total.
Os dados foram analisados pelo software do falieacansdo expressos como uma
porcentagem do peso corporal do animal (Nixon, ghetral. 2010).

Figura 7: Aparelho EchoMRI700™ para scans de cammro e avaliacdo da porcentagem de gordura,
massa magra, agua livre e agua total de roedores.

4.2.2.2 - indice de Adiposidade

Para avaliar de maneira mais especifica a quamtidadgordura visceral dos
ratos alimentados com DH, ja que o Echo MRI nosmerquantificar apenas a gordura
corporal total, tecidos adiposos brancos epididimatiroperitoneal e inguinal foram
isolados e pesados, apds os animais serem eutioms@ indice de adiposidade foi
calculado dividindo a soma do peso da gordura rascepididimal, retroperitoneal e
inguinal) pelo peso do rato e multiplicando o remld por 100, assim a adiposidade foi

expressa em porcentagem (Taylor & Phillips 1996eaAbde Abreu et al. 2014).
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4.2.3 - Delineamento Experimental
4.2.3.1 - Labirinto em T-Elevado (LTE)

O modelo comportamental utilizado neste traballra pavestigar alteragbes na
esquiva inibitéria e fuga de ratos foi o LTE (Lahio em T-elevado; previamente
padronizado por Graeff, 1994). O LCE é um aparaitsitituido por dois bracos fechados
com laterais altas perpendiculares a dois bragas@linéo circundados por paredes, todo
0 aparato encontra-se elevado 50cm em relacdodamo GhLTE foi obtido por meio da
exclusao e/ou selagem de uma das entradas aos raado do LCE, resultando assim
em um aparato composto por trés bracos de iguaisndides (50 cm de comprimento X
12 cm de largura).

Assim como descrito no LCE, no LTE o braco fechéddrcundado por uma
parede de 40 cm de altura e encontra-se perpeadadbis bracos abertos, que possuem
apenas uma moldura acrilica de 1 cm de altura arb@ula (importante recurso que evita
quedas dos animais durante as exposicdes), e tagarato encontra-se elevado 50cm
do chéao (Figura 4B). Este modelo foi desenvolvidmpmacessar dois diferentes tipos de
comportamentos, esquiva e fuga, que vem senddaedains a ansiedade e ao panico
respectivamente. O teste foi descrito da seguiateeima: quando o animal € colocado na
extremidade distal do braco fechado, em relacaeiam central, ele perde alcance e
capacidade visual de ver aléem das paredes queumdam, ou seja, 0 animal ndo é capaz
de ver os bragos abertos, a menos que se direaiéreeplataforma central e explore o
aparato além destas paredes. Em contrapartidadguaranimal € exposto ao braco
aberto, ele tem ampla visibilidade (Graetfal. 1998).

Diversos estudos demonstraram que o rato possuauensio inata a locais sem
protecdo e abertos, e neste sentido os bracositmtLTE simulam um ambiente
aversivo que remete a este contexto, tornando agodrabertos do LTE um local
extremamente desagradavel. Quando o animal é depetnte colocado no braco
fechado ele é capaz de aprender um tipo de conmpemta de averséo a exploracéo e/ou
saida do braco fechado, descrito como um componti@ande esquiva inibitéria. Com este
aprendizado o tempo gasto pelo animal (laténciajoago das tentativas tende a
aumentar, ou seja, a exploracéo (saida do brahadeg no aparato diminui ou cessa por
completo. Por outro lado, quando o animal é coloca extremidade distal de um dos

bracos abertos, a tendéncia € que ele se deslagidgamente para dentro do braco
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fechado, local que Ihe garante uma sensacédo deasgegu Os animais ndo apresentam
no comportamento de fuga um perfil tdo caractedstl direto com a capacidade de
aprendizado, como ocorre na esquiva inibitdria, sipetmente por este tipo de

comportamento (fuga) relacionar-se fortemente a awesisédo intrinseca (ou inata) de
determinadas espécies de animais (Graefil. 1998; Zangrossi, Jr. & Graeff, 1997,
Zangrossi, Jr. & Graeff, 2014).

Depois de decorridos 9 semanas de protocolo dietétos 1° e 2° dias, os ratos
foram gentilmente manuseados (handling) por 5 n@nMo terceiro dia, os animais
foram expostos a um dos bragos abertos do LTE tuB@hminutos e no 4° dia seguiram
para o teste padréo no LTE que foi realizado arpdet trés exposi¢cdes (tentativas)
consecutivas ao braco fechado chamadas de linbasde esquiva inibitéria 1 e esquiva
inibitoria 2, seguida por trés exposicoes (tentafj\chamadas de fuga 1, 2 e 3 ao braco
aberto do aparato. Inicialmente o animal foi colticaa extremidade distal do braco
fechado, e a laténcia em cada tentativa para exprLTE, e ultrapassar o limite
proximal da plataforma central com as quatro pftesn cronometradas. As tentativas
foram separadas por meio de curtos intervalos g®@0ndos, e cada uma delas possuiu
como tempo limite 300 segundos. Em situa¢cdes eno @uémal permaneceu n0O mesmo
braco durante uma tentativa (300 segundos), a eguwofi interrompida e o animal foi
gentilmente retirado do aparato e recolocado emcsidea para o intervalo de 30
segundos.

Para acessar o comportamento do tipo panico, queéta pode ser avaliado no
LTE, ap0s 30s da realizacdo das trés tentativassgaiva inibitéria, 0 mesmo animal
realizou também trés tentativas de fuga, pararrs@smo foi exposto a extremidade distal
de um dos bracos abertos, usualmente no mesmo lh@mogual este animal foi
previamente exposto ha 24 horas. Da mesma forma oealizado na esquiva inibitoria,
a laténcia gasta pelo animal para fugir do bragartabultrapassando a extremidade
proximal da plataforma central com as quatro plaiasronometrada, e o limite maximo
de laténcia para cada tentativa também foi de 3HB88idos demonstraram que a
exposicao prévia (24 horas antes da realizaca@pattr teste no LTE) dos animais ao
braco aberto, por 30 minutos, é capaz de incitapogencializar a reacdo ao
comportamento de fuga, por reduzir o comportamesdploratorio relacionado a
novidade, sendo um importante fato na exequibieddd teste por promover uma
diminuicdo na laténcia durante o comportamentauda tlos animais. Apos cada rotina

de testes comportamentais, os equipamentos fogienliados com etanol a 20%.
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4.2.3.2 - Teste de Atividade Locomotora

Para estimar a atividade locomotora dos animadeste padrdo mais utilizado &
o Campo Aberto (CA), que é caracterizado por meimi@mero de vezes que o animal
cruza os segmentos (linhas) da arena. Este tes@izado em um tempo maximo de
300s, e distancia percorrida pelos animais é a base determinar sua atividade
locomotora (durante a analise pelo Software ANY-@n&toelting). Este teste permite
que se fagca um comparativo entre a relacdo a diatdercorrida pelos animais em
relacdo a interferéncia (efeitos) promovida pelotgoolo dietético, por exemplo, nos
reflexos de locomocao. O teste no CA foi realizid apds a realizacéo do LTE, e foi
possibilitado ao animal que este explorasse a dnaemente por 300s (Zangrossi &
Graeff 1997, Sergio, Spiacci et al. 2014).

4.2.3.3 - Telemetria

Antes e durante a cirurgia, os ratos foram anestesicom isoflurano (Research
Machine MGX; Vetamic). O cateter do transdutoiiigplantado na artéria femoral ligada
a uma sonda de telemetria que continha um transdetpresséo [Cat. no. HD-S11 Data
Sciences International], sendo o sensor fixado a@scolo abdominal. Ao final do
procedimento cirargico, os animais receberam ijegé de Buprenorfina (0,1mg/Kg)
para efeitos analgésicos. Os ratos foram alocadagias gaiolas individuais e mantidos
sobre manta térmica, até a passagem completa ilo @feanestésico, a fim de evitar
hipotermia. Depois deste procedimento, o rato fdinsetido a recuperacado por 2
semanas, quando o tracado telemétrico indicavalr@sicimento da oscilacdo da PA nas
24 horas. Os animais foram mantidos no biotério sobdicbes de temperatura,
luminosidade e niveis de ruido controlados, comadoe acordo com o protocolo
previamente estabelecido e aguHibitum.

O experimento foi realizado com animal acordadore livre movimentagcéao na
gaiola. Para estudo da variabilidade nas 24 harasistema foi programado para
monitorar continuamente a PAM e FC, bem como, teatpea central do corpo (TCC) e
da atividade geral locomotor, PAS e pressao artdidestolica (PAD) registrando os
valores a cada intervalo de 1 minutos. J& pargeregrento de exposicéo a 7.5% de.CO
o sistema foi programado para monitorar 0s mesragametros, porém registrando os

valores a cada intervalo de 10 segundos.
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4.2.3.4 - Descricao das infusfes hipercarbica e gés atmosfeérico

NOs, previamente, usamos sensores de(E@CQ) e & (ProQ) em caixas de
acrilico de fluxo fechado (30,5cm de largura x 8M4le altura x 61cm comprimento),
onde verificou-se que as concentragdes gfe OQ permanecem normais com a infusao
de ar atmosférico, e que apenas as concentrac@E>»@ementaram rapidamente a partir
de <1% para 7,5 % no ponto de tempo de 5 min pesafid com a infusdo de GO
(Johnson, Hollis et al. 2005). Todos os ratos #ineras seguintes infusdes: 1) 5 min
infusdo de gas atmosférico (<1% deCP1% Q, 79% N: Praxair, Inc.) para medicdes
de linha de base (~ 45-60 min pds-tratamento), eguida, 2 ) gas de controle ou
normoéxica experimental, gas hipercarbico (7,5%,,CZ1% Q, 71,5% N: Praxair)
durante 5 min (nota: para ratos controle com irdgsie gas atmosférico foi desligado e
ligado novamente no inicio e no fim da infusdaadie serem idénticas as manipulacdes

para o desafio com gas hipercarbico), e, finalme)td min infusdo de gas atmosférico.
4.2.3.5 - Teste de Interacdo Social

Apds a exposicdo aos gases de ar atmosférico ec@iipeo, os ratos foram
imediatamente colocados no campo aberto para e&al@do teste de interacdo social. O
teste de interacéo social (IS) é um teste comphatéavalidado para teste experimental
de comportamentos semelhantes a ansiedade en(Sataiers & Shekhar 1995, Shekhar
& Katner 1995) rato “experimental” e um “parceinodo familiar foram colocados na
arena, simultaneamente, e a duracéo total (s) mtatodfisico ndo agressivo (grooming
(auto-limpeza), cheirando, rastejando sobre ou sefg,) iniciado pelo rato
“experimental” foi quantificado durante 300s. Todsscomportamentos foram gravados
e analisados usandoo Software ANY-maze (Stoeltiog)por SDF (que estava cega

guanto aos tratamentos) para interacao social.
4.2.4 - Perfuséo

Noventa minutos apos o inicio do desafio com exgamsa 7,5% de COos ratos
foram anestesiados com uma overdose de pentobbadgadio (40 mg, ip), em seguida
perfundidos transcardialmente com 0,05 M de tangs#ima fosfato (PBS; 250 ml),
seguido por paraformaldeido a 4% em tampao detéodfasddio 0,1 M (PB; 250 mL).

Os cérebros foram removidos e pos-fixados durasitbazas no mesmo fixador e em
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seguida, colocados em solugéo crioprotetora (30%adarose em 0,1 M PB) durante
mais 4-5 dias. Para manter um plano consistentesgacdes coronais, 0s cérebros foram
colocados numa matriz de cérebro de rato (ASlunstntos, Modelo No. RBM-4000C,
Warren MI, E.U.A.) e cortado com uma lamina de barna borda caudal dos corpos
mamilares. Cortes coronais em série (30 um) forartados usando criostato e foram
imediatamente colocados em crioprotetor consiste8@% de etileno-glicol e 30% de
sacarose em 0,1 M PB, para se obter seis conjalitygativos de seccdes. As seccoes
foram armazenadas a -20°C até processamento instoghimico. Todas as solucdes
tinham um pH de 7,4. Os tecidos adiposos branadgdapal, retroperitoneal e inguinal
foram removidos apds a perfusdo dos animais de raagiee o indice de adiposidade
pudesse ser calculado (ver acima).

4.2.5 - Procedimentos Imunohistoquimicos

Para determinar a ativacao relativa do proto-onmuege-Fos, foi realizada a
quantificacdo imunohistoquimica do seu produtofatims foram inicialmente lavadas
em PBS 0,1 M; pH 7,4, durante 3 vezes. E importemtbrar que, todas as vezes que as
amostras foram lavadas, em cada vez, as mesmasitaatidas por agitagdo durante 10
minutos.

A partir disso, foram tratadas com®} 1% (120mL de PBS + 4mL 49, 30%

- H325-500 Hydrogen Peroxide 30%, H325-500, FiSwentific, EUA) por 20 min (em
agitacdo) para eliminagdo da atividade da enzimexjuase enddgena. Apds serem
enxaguadas em PBS trés vezes (10 minutos cada}jessforam incubadas em Triton-
X-100 0.3%, diluido em PBS 0,1 M — PBST (120ml &SP+ 3,6ml de Triton-X-100),
por 10 minutos para melhorar a penetracéo do aptico

Imunocoloragdo para proteina c- Fos foi utilizaaeicorpo primario anti c-
Fos (IgG de coelho, Cat # SC- 52, Santa Cruz Biwtglogy ; diluido 1: 5.000). As fatias
foram entéo transferidas para essa solucéao (4d&mBST 0,1M + 9,5uL de anticorpo
primario policlonal de coelho anti-Fos) e foram mdes em incubacdo por 12-16 horas
(overnight). Apos este periodo foi retirado o sobadante e as fatias novamente lavadas
(3 vezes de 10 minutos cada) em PBST antes de sapeiipadas com o anticorpo
secundario biotinilizado de carneiro anti-coelhatiteabbit 1I9G, Cat #BA-1000, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.; diluido 1:2047,5ml de PBST + 237ybde

Anticorpo Secundério) por 90min em temperatura antbi
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Feito isso, as fatias foram novamente lavadas,z&sv€lOmin cada), em PBST. Em
seguida, foram incubadas com o complexo avidin@ifi@iperoxidase VectoElite kit
(Cat # PK-6100, Vector Laboratories, Burlingame,, CAS.A.; diluido 1:500). (94 de
solucéo A + 9L de solucédo B + 47,5ml de PBST), por 1.5hr. Agafaforam entéo
lavadas, mais uma vez (10 min) em PBST e em seguigia 2 vezes (10min cada) em
PBS 0,1M. A marcacao foi revelada com adi¢ao does@lante em 4ml de uma solugéo
de kit SG (SK-4700, Vector Laboratories, Burlingar@&, U.S.A.) ou em PBS 0,1M
contendo 0.003% #D,, pH 7,4 (2,775 ml de cromégeno + 4,44ml d©F+ 185ml de
PBS) mantida em agitacdo por aproximadamente lutosrpara obter uma cor azul
escura nos nucleos celulares que reagiram, e emdsefpi feito o “quench” da reagéo
com PBS 0,1M para finalizar a reacao tentando maz@na marcacao nao especifica. Por
fim, as fatias foram novamente lavadas por maisZes em PBS e ao final de todo o
processamento imunohistoquimico os cortes foraadfiz em laminas histolégicas de
vidro, gelatinizadas e deixadas em temperaturaentdpara secagem durante a noite.
Todas as lavagens e incubacgdes foram realizadgdaeas de poliestireno de 24 e 12
pocos, respectivamente, com baixa frequéncia dacdigi num agitador orbital.

Posteriormente, as mesmas foram submetidas a wedanoento para coloracao
com vermelho neutro para consequente montagem.l@xagé@o foi realizada com a
submersado dos cortes histolégicos em vermelho m@atr 2-3 minutos, seguido de 10
segundos em agua destilada, depois 10 segundosre@ntracdes crescentes de etanol
(A405P-4 Ethanol, Anhydrous, cat # DAS-NJ-2517 hErsScientific, EUA): alcool a
70°, alcool a 95°, alcool a 100°, depois 2 minatonsalcool a 100° novamente, 1 minuto
em uma solugdo de alcool 100°/CitriSolv 1:1, elfirente por 2-5 minutos em CitriSolv
(Solvente e agente de clareamento, Cat # 22-143B¥SHERbrand, Fisher Scientific,
EUA). Em seguidas as laminas foram montadas com -DBdntant (VWR BDH
Prolabo, E.C.) e cobertas com laminulas. Todos gsteedimentos serdo realizados em
capela de fluxo continuo (LABCONCO).

4.2.6 — Processamento dos dados imunohistoquimicos

Fotomicrografias de células c-Fos imunopositivamadas por vermelho neutro
foram obtidas utilizando um microscépio de campoatom lentes objetivas de 5x, 10x,
20x e 40x (microscopio Leica, modelo DMLB), uma e&a digital DFC310 e o

programa Leica Applications Suite X (Leica Microgyss) para Windows. A
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quantificacdo do numero de células c-Fos+ em vémneeutro foi realizada por PLJ
(cego para os grupos experimentais) a uma ampldecd060 x (por exemplo, 40x objetiva
+ 10x ocular) centrando o campo de visao atravd3Mi, PeF e DA e contando apenas
as células c-Fos-ir neste campo de visdo (contaggisnais ndo se sobrepuseram e
representaram uma area/lado de 0,25°mmlacas fotograficas foram preparadas no

CorelDraw 11.633 para Windows.
4.2.7 - Andlises Estatisticas

Utilizamos o programa GraphPad Prism 6.00 (Graphped para as analises
estatisticas. Utilizamos o teste t de Student - p@r@ado para andlise das variaveis
independentes e para comparacdo entre os grupsiatie ANOVA de duas vias
seguida por pos-teste de Fisher's LSD ou ANOVA @&sdvias seguida por pos-teste de
Tukey. Estabelecemos o nivel de significancia de(p% 0,05). Os resultados foram
expressos em Média + EPM em sua maioria ou MédizP+ quando analisamos as

concetracdes de-@ CQ na caixa de desafio.
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5 — Resultados

5.1 - Dados provenientes de experimentos realizadnse Laboratorio de Fisiologia

Cardiovascular:

5.1.1 - Desenvolvimento de obesidade induzida poieth Hiperlipidica

Decorrido um periodo de 9 semanas de protocolcétdiet observamos,
inicialmente, que ao avaliarmos os animais dosaguwletivos (CC e OC) a dieta de
obesidade foi capaz de aumentar significativamergeso corporal final, bem como o
ganho de peso (p=0,0389). Adicionalmente, a dietperlipidica aumentou
significativamente o peso dos tecidos adiposos cosanepididimal (p=0,0002),
retroperitoneal (p=0,0011) e inguinal (p=0,0004)I& (p<0,0001) no grupo coletivo. Ja
em relacdo aos animas dos grupos individuais (€l) ®bservamos aumento no indice
de Lee (p=0,0470) mesmo nao observando diferengi@ @n peso corporal final
(p=0,48323). Além disso, a dieta hiperlipidica t&mbaumentou significativamente o
peso dos tecidos adiposos brancos epididimal (06Q)0 retroperitoneal (p=0,0002) e
inguinal (p=0,0006) e o IA (p<0,0001) no grupo indual. (Tabela 2).

Tabela 2: Efeitos da dieta (controle e hiperlipddlie do isolamento social (coletivo e individuapie o
perfil nutricional de rato®Vistarpor um periodo de 9 semanas.

Coletivo Individual
Controle Obeso P valor Controle Obeso P valor
(n=5) (n=4) (n=6) (n=5)
Peso inicial (g) 100,00 100,0+0 - 100,00 0,00+ 0 -

Peso final (g) 3248+373456+80 00389 3625+11,6 376,3+153 0,4823
Ganho de Peso (g) 224,8+3,2456+8,0 0,0389 262,5+11,6 276,3+15,3 0,4823

CNA (mm) 230,2+14 2338+22 0,1951 240,5+5,0235,6 +2,8 0,4404
indice de Le® 0,30+0 0,300 0,2629 030+0 0,31+0 0,0470
Epididimal (g) 2602 45+0,1 0,0002 2,8+0,3 6,8 +0,6 0,0002

Retroperitoneal (g) 2,5+0,5 56+0,3 0,0011 29+£05 8,4+0,8 0,0002

Inguinal (g) 6,0+0,4 98+05 0,0004 55+0,6 12,3+1,72 0,0006

indice de

Adiposidade” 3,6+0,2 6,0£0,2 <0,0001 3,2+0,3 7,6 £G4 <0,0001

Valores expressos em média + ERdInimero de animais por grupo, CNA (comprimentaaaal).
* [peso corporal final(gyff comprimento nasoanal (mm) x 10
**massa gorda (epididimal + retroperitoneal + ingllii@ /peso corporal final (g) x 100

* Diferenca estatistica da dieta intra-grupo, téste Student ndo pareado (p<0,05).

A obesidade nao alterou os niveis basais de PAN, 9985) e FC (p=0,2822)
no grupo coletivo e, nem tampouco, alterou os sitdesais de PAM (p=0,4080) e FC

(p=0,2111) no grupo individual, de acordo com &lal3.
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Tabela 3: Efeitos da dieta (controle e hiperlipadlie do isolamento social (coletivo e individuapee os
parametros fisioldgicos basais PAM e FC.

Coletivo Individual
Controle Obeso P valor Controle Obeso P valor
(n =21) (n=14) (n =13) (n=11)

PAM (mmHg) 113,4+2,1 1134+2,1 0,9985 109,3+4,0 11483k 0,4080
FC (bpm) 360,7+6,6 372,6+90 0,2822 3988+7276,6+150 0,2111
Valores expressos em média + ERMnamero de animais por grupo, PAM (presséo atterdia) e FC
(frequéncia cardiaca). * Diferenga estatisticaidtadntra-grupos coletivos, teste t de Studentpgteado
(p<0.05).

5.1.2 - Avaliacao da reatividade cardiovascular prduzida pela ativagao quimica dos
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA do DMH de atos com obesidade

induzida por dieta hiperlipidica.

De maneira representativa, a figura 8A ilustraiterenhtes perfis de PAM apés
a ativagdo dos receptores glutamatérgicos do tM®Alno DMH nos animais do grupo
coletivo pré-tratados com veiculo-PBS ou NMDA. Baminutos iniciais (Figura 8B), a
microinjecdo de NMDA comparada ao PBS promoveu orasr variagcdo da resposta
pressorica tanto nos animais controle [t (22) 87,3 < 0,0001] quanto nos obesos [t
(22) = 3,898; p = 0, 0008]. No entanto, a analsealteracdo de PAM nos 3 minutos de
recuperacdo (Figura 8C) evidenciou diferenca nesiside PAM apenas nos animais
controle [t (22) = 2,987; p = 0,0068], ndo sendinlenciada nos obesos [t (22) = 0,2777;
p = 0,7838]. Isso demonstra que ambos os grupasfoapazes de responder ao NMDA,
porém a resposta pressorica apresentada nos amb&Ess ndo se manteve por muito

tempo.
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Figura 8: (A) Mudancas de pressao arterial méddffnmHg) em ratos coletivos controle (n=8) e obesos
(n=5) pré-tratados com veiculo-PBS (100nl) e NMDAg{mMol/100nl) no DMH, em dias consecutivos. A
seta representa 0 momento da microinjecdo de PBBAINB) Delta dos 3 minutos iniciais de PAM
imediatamente ap6s o tratamento em relacdo aos6tasi pré-tratamento e (C) Delta dos 3 minutos
recuperacdo de PAM 10 minutos apés o tratamentepdo aos 6 minutos pré-tratamento. * ANOVA
de duas vias e pos-teste de Fisher LSD, diferemga®gssas como média £+ EPM n: nimero de animais.

J& a figura 9A representa os diferentes perfis @Geapds a ativacdo dos
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA no DMH aosmais do grupo coletivo pré-
tratados com veiculo-PBS ou NMDA.

Nos 3 minutos iniciais (Figura 9B) quando comparsio® valores de PBS em
relacdo aos de NMDA em ambos os grupos dieta, vdrs@s uma variagdo da resposta
taquicardica tanto no grupo controle [t(22) = 6,17k 0,0001] quanto no grupo obeso
[t(22) = 2,713; p=0,0127]. J& nos 3 minutos de pecacdo (Figura 9C), quando
comparamos os valores de PBS em relacdo aos de NéAMDAmMbos os grupos dieta,
observamos manutencdo da variacdo da respostaésatjoa apenas no grupo controle
[t(22) = 4,261, p = 0,003], ndo sendo observadoabesos [t(22) = 0,0459; p = 0,6565].
Além disso, na presenca da obesidade, notamosesalmem reduzidos na FC de

recuperacdo em resposta ao NMDA comparado ao gropivole [t(22) = 2,286; p =
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0,0322] demonstrando uma resposta de
NMDA no DMH dos ratos obesos.
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Figura 9: (A) Mudancas de frequéncia cardiaca (p@jbem ratos coletivos controle (n=8) e obesos)n=5
pré-tratados com veiculo-PBS (100nl) e NMDA (10pt@0nl) no DMH, em dias consecutivos. A seta
representa 0 momento da microinjecdo de PBS/NMIB). Delta dos 3 minutos iniciais de FC
imediatamente apds o tratamento em relagdo aom6tosi pré-tratamento e (C) Delta dos 3 minutos
recuperacdo de FC 10 minutos ap6és o tratament@legéio aos 6 minutos pré-tratamento. * ANOVA de
duas vias e pos-teste de Fisher LSD, diferencagssgs como média + EPM n: nUmero de animais.
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Figura 10: Representacdo esquematica dos cortesaterdo DMH mostrando os locais de microinjecéo
de PBS e NMDA nos animais coletivos (A) controleg§nhe (B) obeso (n=5), (ver também figura 12). n:
namero de animais.

5.1.3 - Avaliacao da reatividade cardiovascular prduzida pela ativagao quimica dos
receptores glutamatérgicos do tipo ndo NMDA do DMHde ratos com obesidade

induzida por dieta hiperlipidica.

De maneira representativa, a figura 11A ilustrditesentes perfis de PAM apos
a ativacao dos receptores glutamatérgicos do &ipgoNMDA no DMH nos animais do
grupo coletivo pré-tratados com veiculo-PBS ou AMPA

Nos 3 minutos iniciais (Figura 11B), a microinjeg@® AMPA produziu uma
maior variagcdo da resposta pressorica em relagaicrainjecdo de salina nos animais
controle [t (22) = 3,742; p=0,0011] e nos obesdg%) = 5,119; p<0,0001]. No entanto,
a presenca da obesidade promoveu maiores aumentaM, apdés o AMPA, quando
comparado ao grupo controle [t (22) = 2,532; p=0001

Entretanto, nos 3 minutos de recuperacdo (Figuf@,14 AMPA manteve
aumentado significativamente os valores de PAM elacéio a salina apenas no grupo

controle [t (22) = 2, 321; p=0,0299]. Esses resldtamostram uma resposta exacerbada
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a microinjecdo de AMPA no DMH em comparacgao conB& Forém esse aumento nao

se mantém por muito tempo nos ratos obesos.
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Figura 11: (A) Mudancas de presséao arterial médmM-mmHg) em ratos coletivos controle (n=8) e
obesos (n=5) pré-tratados com veiculo-PBS (100nAMPA (3pmol/100nl) no DMH, em dias
consecutivos. A seta representa o momento da mjegdio de PBS/AMPA. (B) Delta dos 3 minutos
iniciais de PAM imediatamente apds o tratamentoedatédo aos 6 minutos pré-tratamento e (C) Deka do
3 minutos recuperacéo de PAM 10 minutos ap06s artrito em relagdo aos 6 minutos pré-tratamento. *
ANOVA de duas vias e pos-teste de Fisher LSD, eifeas expressas como média £+ EPM n: namero de
animais.

Ja a figura 12A representa os diferentes perfi&=-@eapos a ativacdo dos
receptores glutamatérgicos do tipo ndo NMDA no DRti$ animais do grupo coletivo
pré-tratados com veiculo-PBS ou AMPA. Em seguidguia 12B), observamos um
aumento significativo do pico de resposta de FCiadged pela injecao de AMPA quando
comparada a salina, em ambos 0s grupos dieta ¢d®ntoletivo: t (22) = 5,737,
p<0,0001] e [obeso coletivo: t(22) = 4,883; p<0,000 odavia, a analise da alteracdo de
FC nos 3 minutos finais (Figura 12C) evidencioerihca nos niveis de FC apenas no
grupo controle [t(22) = 2,254; p<0,0345] ndo senteervada manutencao da resposta

(resposta de curta duracéo) no grupo obeso [t(22)583; p=0,8757].
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Figura 12: (A) Mudancas de frequéncia cardiacalfp@) em ratos coletivos controle (n=8) e obesoS)n=
pré-tratados com veiculo-PBS (100nl) e AMPA (3pd@dnl) no DMH, em dias consecutivos. A seta
representa 0 momento da microinjecdo de PBS/AMHARA. Delta dos 3 minutos iniciais de FC
imediatamente apds o tratamento em relagdo aom6tasi pré-tratamento e (C) Delta dos 3 minutos
recuperacdo de FC 10 minutos ap6és o tratament@legéio aos 6 minutos pré-tratamento. * ANOVA de
duas vias e pos-teste de Fisher LSD, diferencagssgs como média + EPM n: niUmero de animais.
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Figura 13: Representacdo esquematica dos cortesaterdo DMH mostrando os locais de microinjecéo
de PBS e AMPA nos animais coletivos (A) controle§ne (B) obeso (n=5), (ver também figura 12). n:
ndmero de animais.
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Figura 14: Fotomicrografia com local tipico de miojeccdo dos agonistas glutamatérgicos NMDA/PBS
(A) e AMPA/PBS (B) no DMH em ratos controles e lbtipico de microinjeccdo de NMDA/PBS (C) e
AMPA/PBS (D) em ratos obesos. A seta indica o ldeaiicroinjeccéo e 3V: terceiro ventriculo.
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5.1.4 - Avaliagdo da vulnerabilidade de ratos combesidade induzida por dieta
hiperlipidica as respostas do tipo panico produzida pela infusdo intravenosa de

lactato de sodio.

De maneira representativa, a figura 15A ilustradibsrentes perfis de PAM

durante e apés a infusdo de salina/lactato de s@mioanimais coletivos dos grupos

controle e obeso.
A infusdo de lactato de sddio ndo alterou os valdeePAM nem durante os 5

minutos iniciais de infusdo [t(7) = 0,5649; p=0,8B&igura 15B) tampouco durante o
altimo minuto de recuperacdo apos o término dasadut(7) = 0,7897; p=0,4556]

(Figura 15C), em ambos os grupos dieta.
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Figura 15: (A) Mudancas de presséao arterial médmM-mmHg) em ratos coletivos controle (n=5) e
obesos (n=4) durante 15 minutos de infusdes de @&%olucdo salina e 0,5M de lactato de sddio
(10mL/Kg), em dias consecutivos. O intervalo easgdinhas tracejadas representa o periodo de milesa
salina/lactato. (B) Delta do minuto mais alto deMRAlos 5 primeiros minutos de tratamento, em relaca
ao Ultimo minuto pré-tratamento e (C) Delta donddtiminuto de recuperacéo da PAM, dos 20 minutos
apos o término do tratamento, em relagcéo ao Ultmimuto pré-tratamento. Valores dos grupos tratament
inter-grupo em relacao a dieta, teste t de Stutmpareado (p<0,05). n: nUmero de animais.
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A figura 16A ilustra os diferentes perfis de FC ahie e apds a infusdo de
salina/lactato de sédio nos animais coletivos dopag controle e obeso.

Durante os 5 minutos iniciais de infusdo de lac{&igura 16B), no minuto
maximo para a FC, observamos aumento significatvagrupo obeso em relacdo de
grupo controle [t(7) = 2,763; p=0,0280]. Entretarmio final da recuperacéao (Figura 16C)
essas alteracoes de FC anteriormente observadagsenca de obesidade, ndo foram
mantidas, ndo apresentando diferencas entre ansbgripos dieta [t(7) = 0,9106; p=
p=0,3928].
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Figura 16: (A) Mudancas de frequéncia cardiacalfp@) em ratos coletivos controle (n=5) e obesog)n=
durante 15 minutos de infusdes de 0,9% de solugdms 0,5M de lactato de sodio (10mL/Kg), em dias
consecutivos. O intervalo entre as linhas tracejadpresenta o periodo de infusdo de salina/ladBj}o
Delta do minuto mais alto de FC, dos 5 primeirosutos de tratamento, em relagao ao dltimo minute pr
tratamento e (C) Delta do ultimo minuto de recup&oada FC, dos 20 minutos apés o término do
tratamento, em relagdo ao Ultimo minuto pré-tratéme*Diferenca estatistica do tratamento interpgru
teste t de Student ndo pareado (p<0,05). O inreaire as linhas tracejadas representa o periedo d
infusdo de salina/lactato. n: numero de animais.
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De maneira representativa a figura 17A ilustra ibsrehtes perfis de PAM
durante e apos a infusdo de salina/lactato de stmdicanimais individuais dos grupos
controle e obeso.

Semelhantemente ao que ocorreu na analise dosiaruoletivos (Figura 15)
os resultados demonstraram que a infusdo de ladtastddio ndo alterou os valores de
PAM nem durante os 5 minutos iniciais de infus®)[t 0,2802; p=0,7857] (Figura
17B) tampouco durante o ultimo minuto de recuperagis o término da infuséo [t(9)

=1,443; p=0,1829] (Figura 17C), quando comparaosogrupos dieta.
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Figura 17: (A) Mudancas de pressao arterial méesM-mmHg) em ratos individuais controle (n=6) e
obesos (n=5) durante 15 minutos de infusbes de @8&%olucao salina e 0,5M de lactato de sd6dio
(10mL/Kg), em dias consecutivos. O intervalo easdinhas tracejadas representa o periodo de mnfiesa
salina/lactato. (B) Delta do minuto mais alto deMRAlos 5 primeiros minutos durante o tratamento, em
relacdo ao Ultimo minuto pré-tratamento e (C) Ddbaliltimo minuto de recuperacdo da PAM, dos 20
minutos apoés o término do tratamento, em relacadt&aeo minuto pré-tratamento. Valores do trataroent
inter-grupo, teste t de Student ndo pareado (p¥0BUmero de animais.
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A figura 18A ilustra os diferentes perfis de FC ahie e apds a infusdo de
salina/lactato de sddio nos animais individuaisgtapos controle e obeso. Durante 0s 5
minutos iniciais de infusdo de lactato (Figura 18B) minuto maximo para a FC
observamos aumento significativo da mesma no galpso em relacdo de grupo
controle [t(9) = 0,3476; p=0,0070]. Adicionalmentiferentemente ao observado nos
animais coletivos (Figura 14C), ao final da recapéo (Figura 18C) essas alteragbes
taquicardias anteriormente observadas em animdigidnais obesos, foram mantidas
[t(9) = 0,2794; p=0,0209] em relacéo ao grupo adatr
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Figura 18: (A) Mudancas de frequéncia cardiacalfp@) em ratos individuais controle (n=6) e obesos
(n=5) durante 15 minutos de infusbes de 0,9% de8olsalina e 0,5M de lactato de sédio (10mL/Ky), e
dias consecutivos. O intervalo entre as linhasjeal@as representa o periodo de infusdo de salitaifa

(B) Delta do minuto mais alto de FC, dos 5 primgimginutos de tratamento, em relagéo ao Ultimo minut
pré-tratamento e (C) Delta do Ultimo minuto de peracédo da FC, dos 20 minutos ap6s o término do
tratamento, em relagdo ao Ultimo minuto pré-tratéme*Diferenca estatistica do tratamento interpgru
teste t de Student ndo pareado (p<0,05). n: nGdeemimais.
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5.2 - Dados provenientes de experimentos realizados Escola de Medicina da
Universidade de Indiana:

Apos os resultados encontrados no Brasil, ficourdamd que todos os
experimentos realizados em Indianapolis, EUA sef@tos apenas em animais alojados
individualmente. Vale ressaltar também, que apdsater sido utilizada uma dieta
hiperlipidica de 45% e racdo comercial (dieta adajrem todos os experimentos, as
mesmas foram diferentes durante os experimento8rdsil (DH 45%; 4,8Kcallg
preparadas pela Prag Solucdes e DC: Socil, 3.0 relacdo aos experimentos dos
Estados Unidos (DH 45%; 4,6kcal/g, TD.06415) e B@Kcal/g, #7001) ambas da
Harlan Laboratories. Porém, ambas as DH 45% foritasf em similaridade com a

Research Diets, Inc formula D12451.

5.2.1 - Efeitos da dieta hiperlipidica sobre o pescorporal, ingestdo, composi¢ao

corporal e comportamentos associados a ansiedade

No comec¢o dos experimentos, 0 peso corporal infoiademelhante entre os
grupos, mas a partir da quinta semana de protalietético, os ratos DH apresentavam
um peso corporal significativamente maior que os(P&0,05, ANOVA de duas vias,
pos-teste de Fishers LSD, e estas diferencas canéim até ao final desse protocolo
(Figura 19A).

5.2.1.1 - Peso corporal, ingestédo alimentar e indéas energética

A mensuracdo da ingestado alimentar revelou ques ralimentados com DH
consomem a mesma ou menos quantidade de alimeatwl@wcomparados aos DC,
durante o periodo de 9 semanas (p < 0.05, somemigra, quarta e quinta semanas,
ANOVA de duas vias, pos-teste de Tukey) (Figur&19No entanto, no que se refere a
ingestao energética, a mesma foi significantemmaier no grupo DH comparado como
o grupo DC durante todas as semanas (p < 0.05, AN@¥ duas vias, pos-teste de
Tukey) (Figura 19B). Como esperado, 0 aumento giesitdio energética nos ratos DH foi
acompanhado por uma taxa mais rapida do ganhcsdenpstes animais, em comparacao

com ratos DC.
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5.2.1.2 - Composicao Corporal e peso dos tecidos
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Figura 19Efeitos da dieta hiperlipica A) no ganho de pespa@l e B) na ingestao alimentar e calc
ap6s 9 semanas de protocolo dietético; DC, n=26, m#25; * p<0.05 indica diferga estatistic
Comparacao entre os grupos dietéticos por ANOVAwdss vias seguida por pteste de Fisher's LS
(dieta X tempo) para peso corporal e comparacae gntipos dietéticos por ANOVA de duas
seguida por pos-teste de Tukey test (dieta X tenpaod as ingestfes alimentar e caldricaddda
representam média + EPM; DC: dieta controle; Didtalhiperlipidica; n: nimero de animais.

Como mostrado na tabela 5, a obesidade foi induzda sucesso nos animais
alimentados com DH, ndo somente quando comparamgios s animais analisados
como em cada experimento separadamente. Ao finatodes os experimentos
observamos que ndo houve diferenca no peso igiggahnimais [t(49) = 0.007798, p =
0.9938], mas houve um aumento significativo no pesporal final [t(49) = 4.103, p =
0.0002], no ganho de peso [t(49) = 3.809, p = 04pemo indice de adiposidade [t(49)
=7.925, p < 0.0001] dos animais DH quando comparats animais alimentados com
DC (n = 26,25, pelo teste t de Student ndo pareddtiionalmente, vale ressaltar que o
aumento do indice de adiposidade estava presestammais DH como reflexo do
aumento significativo dos tecidos adiposos abdoimiepididimal [t(49) = 6.575, p <
0.0001], retroperitoneal [t(49) = 6.797, p < 0.0p@1nguinal [t(49) = 6.492, p < 0.0001]
(n = 26,25, pelo teste t de Student n&o pareado).
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Tabela 4: Peso corporal e da massa gorda abdo(gomaluras: epididimal, retroperitoneal e inguinal),
indice de adiposidade de ratos alimentados com DB apés 9 semanas no total e em cada experimento.

Total Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

DC DH DC DH DC DH DC DH
(n=26) (n=25) (n=8) (n=8) (n=12) (n=11) (n=6) (n=6)

1222+ 1221+ 1119+ 109.3 1358+ 138.0+ 108.7+ 110.2%
Peso Inicial (g)

3.0 3.2 1.8 +15 2.5 2.6 4.4 2.4
450.1+ 5024+ 442.0x 4921 4365+ 493.7x 4705%x 530.3%

8.2 9.8 106 +11.2 9.5 17.1 17.4 14.1
3279+ 380.3+ 330.1+ 3829 300.8+ 355.7+ 361.8+ 420.2%

Ganho de Peso (g) ) )

94 10.1 11.4 +11.2 8.3 15.1 18.5 13.9

3.952+ 8.256+ 3488+ 5.866 3.866+ 8514+ 4741+ 10.970

Peso final (g)

Epidididimal (g)

0.2 0.6 0.2 +0.7 0.3 1.0 0.6 +0.5
4,148+ 9.820+ 3.210x 8.734 4548% 8.744+ 4600+ 13.240
Retroperitoneal (g) .
0.3 0.8 0.3 +1.1 0.5 1.2 0.8 +1.0
6.474+ 11690 6.001%x 11.110 6.060+ 10.440 7.933+ 14.740
Inguinal (g)
0.3 +0.7 0.4 +0.9 0.4 +1.17 1.0 +14
indice de 3.212+ 5832+ 2803+ 5.177 3284+ 5501+ 3612+ 7.312%
Adiposidade (%) 0.1 0.3 0.2 +04 0.2 0.5 0.4 0.3

Valores apresentados como média + ERMiimero de ratoé.peso da massa gorda(g) / peso corporal final
(9) x 100-"Diferenca significativa entre os grupos DC (dietatoole) versus DH (dieta hiperlipidica) por
teste t de Student ndo pareado, p<0,05.

Devido aos resultados encontrados acima, a passedmomento, os animais DC serao

apenas chamados de controle e os animais DH desfitados de obesos.

5.2.2 - Experimento 1: Efeitos da obesidade nas pEsstas de comportamento e nas
respostas celulares ex-vivo de c-Fos em animais sudtidos a um desafio

panicogénico sublimiar
5.2.2.1 Echo MRI

Scans de corpo inteiro mostraram que anteriormamiricio dos experimentos
a DH aumentou a porcentagem de massa gorda, masuiira massa magra e a agua
total guando comparado com os animais DC (p<0.@5tgste t de Student ndo pareado,
n=12;11), apOs 8 semanas de protocolo dietétiche|@®h).
Além disso, ao final do experimento 1 (Tabela 8p nbservamos diferencas no
peso inicial do animais [t(14) = 1.104, p = 0.2880&s observamos ndo s6 um aumento
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significativo do peso corporal final [t(14) = 3.245= 0.0059], bem como 0 aumento do
ganho de peso [t(14) = 3.303, p = 0.0052] e dadugas epididimal [t(14) = 3.283, p =
0.0054], retroperitoneal [t(14) = 4.656, p = 0.0p®4guinal [t(14) = 4.962, p = 0.0002],
consequentemente elevado indice de adiposidad@ £®.176, p = 0.0001] nos animais
obeso quando em comparacéo com 0s animais cofrirdérupo, pelo teste t de Student

nao pareado).

Tabela 5: Porcentagem de massa gorda, massa magua ¢otal corporal por Echo-MRI scans do corpo
inteiro de ratos controle e obeso apds 8 semanas.

Controle Obeso
P valor

(n=12) (n=11)
Massa gorda (%) 10.51+ 0.62 15.22 +1.05 0.0007
Massa magra (%) 84.15+ 0.60 79.72 +£0.93 0.0006
Total de Agua (%) 69.14+ 0.54 65.55 + 0.84 0.0015

Valores apresentados como média + ERMiimero de rato$Diferenca significativa entre os grupos DC
(dieta controle) versus DH (dieta hiperlipidicay peste t de Student ndo pareado, p<0,05.

5.2.2.2 Teste de campo aberto e caixa de desafimpagénico (exposi¢céo ao C£p

Na figura 20A, pode-se observar o perfil de ocupali@s grupos analisados no
teste de campo durante os 5minutos de monitoranmesse teste mostrou somente efeito
do gas nas linhas de cruzamento [F (1,19) = 19.6/0.0041, Controle-ATM; Controle-
COy; Obeso-CQ, n = 6/grupo; Obeso ATM, n =5, Figura 20B], edaib gas e interacéo
entre a dieta x gas no tempo de congelamento [B)%,6.042, p = 0.0237 e F (1,19) =
11.21, p = 0.0034, respectivamente, Controle-ATMnile-CQ; Obeso-CQ n =
6/grupo; Obeso ATM, n = 5, Figura 20C], mas ndovieadiferenca no tempo no centro
[F (1,19) = 2.439, p = 0.1319, Controle-ATM; Cogx&,; Obeso-CQ n = 6/grupo;
Obeso ATM, n = 5, Figura 20D]. Quando nés analisamaaixa do desafio ap6s o
término do experimento de exposicdo ao.Cbuve diferencas no efeito do gas e
interacdo entre a dieta X 0 gas no numero de pdietais [F (1,19) = 11.31, p=0.0033 e
F (1,19) =5.139, p=0.0352, respectivamente, Ctahd M; Controle-CQ; Obeso-CQ,

n = 6/grupo; Obeso ATM, n =5, figura 20].
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Figura 20: Efeito da obesidade sobre o A) perfibdepacao das regides do campo aberto por cada grup
monitorado (gerado pelo Any-maze), B) linhas deamento, C) tempo de congelamento (s), D) tempo
no centro por 5 min no teste de campo aberto E)endirde peletes fecais na caixa de desafio apos a
exposicdo ao COB min apds COou ATM). (Controle-ATM; Controle-Cg Obeso-CQ, n = 6; Obeso
ATM = 5). Teste t de Student ndo pareado e ANOV#A ¢oedidas repetidas e pos-teste de Fisher LSD,
diferencas expressas como média + EPM; *p<0.05alfms da dieta e do gas (desafio); ATM, ar
atmosférico; CQ diéxido de carbono.

5.2.2.3 Interagéo Social

O desafio com C&reduziu o comportamento de interagédo social ens @tesos,
mas ndo nos controles [interacdo gas x dieta F(E M4, p = 0.0498] para duragéo e
para frequéncia efeito do gas [F(1,18) = 5.7, p0216, n = 5,6,6,6; um outlier removido
pelo teste de Grubb, p < 0.05], Figura 21A.

5.2.2.4 Respostas celulares de c-Fos

Aqui a exposi¢cdo ao GQumentou significativamente células c-Fos-ir no
hipotalamo perifornical [PeF: efeito do gas soméifiel8) = 5.0, p = 0.038], nucleo
dorsomedial [DMN: efeito do gas somente F(1,18)% P = 0.007] de ratos obesos,

mas néo dos controles (n =5,6,6,6, Figura 21 C-D).
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Figura 21: A) 5 min de desafio com 7.5% de-@@ninuiu 0 comportamento de interacdo social elwsra
obesos, mas ndo nos controles. B) baixa ampliagdomh sec¢do coronal com circulo indicando onde as
contagens de células foram feitas. C) graficosaleab com os resultados das contagens das médass c-
média £ EPM. * Indica significancia por ANOVA deahivias com pos-teste de Fisher LSD . D) fotos de
alta ampliacdo de c-Fos + vermelho neutro nucleaPaF (hipotdlamo perifornical), DMN (nucleo
dorsomedial) e DA (area hipotalamica dorsal) deaaadpo. (Controle-ATM, n = 6; Controle-GOh = 6;
Obeso-ATM, n = 5; Obeso-GOn = 6)
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5.2.3 — Experimento 2: Efeitos da obesidade sobrecomportamento e as respostas

fisiolégicas de animais submetidos a um desafio pangénico sublimiar

Ao final do experimento 2 (Tabela 5), nenhuma difiga foi mostrada no peso
inicial dos animais [t(21) = 0.6194, p = 0.5423]smuve um aumento significativo do
peso corporal final [t(21) = 2.988, p = 0.0070], ggnmho de peso [t(21) = 3.258, p =
0.0038], dos tecidos adiposos: epididimal [t(214.544, p = 0.0002], retroperitoneal
[t(21) = 3.231, p = 0.0040], e inguinal [t(21) 785, p = 0.0011] e consequentemente do
indice de adiposidade [t(21) = 4.525, p = 0.0008% animais obesos quando comparado

aos animais controles (n = 12;11, pelo teste ttdde®t ndo pareado).

5.2.3.1 - Registro de 24hs da atividade locomotoracardiovascular e

termoregulatéria
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Figura 22: Efeitos da obesidade nas alteragBedsbdsaA) pressédo arterial media (PAM, mmhg), B)
frequéncia cardiaca (FC, batimentos/min, BPM), @yidade locomotora (contagem/min), e D)
temperatura corporal central (TCC, Celsius) rata @mplante cirargico de sondas de telemetria capaz
de se moverem livremente. Houve diferenca signifiaaapenas na PAM basal, ndo sendo observadas
diferencas na FC basal, atividade locomotora @34 C basal. Areas sombreadas de cinza representam
12 horas no ciclo escuro (19h00 - 07h00) e area ofgresenta ciclo de luz (07h00 — 19h00) (indiaaal
parte inferior do eixo-x). (Controle, n = 8; Obesoz 8. * P <0,05 indica diferencas estatisticament
significativas em comparacédo entre grupos dietétpela ANOVA de duas vias com medidas repetidas
seguida por teste pos-teste de Fisher LSD (dé@mpo como fatores). Dados apresentados como média
EPM. Cada ponto representa média de 10 min detnagyis
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Registros de 24 horas (ciclo escuro-claro-escuragtraram que 0S animais
obesos apresentaram um aumento significativo na Badal 2 [efeito da dieta F(1,13)
= 10.51, p = 0.0064] em ambos os ciclos [efeitae@opo F(216,2808) = 7,159, p <
0.0001], (Figura 22A), e este aumento mostrou-ssemte tanto na pressao diastolica
[efeito da dieta F(1,13) = 8.988, p = 0.0103 etefdd tempo F(216,2808) = 6.866, p <
0.0001], (Figura 22B) quanto na pressao sistokdeitp da dieta F(1,13) = 7.728, p =
0.0156 e efeito do tempo F(216,2808) = 7.848, @@L ], (Figura 22C) em comparacao
com os animais controles. No entanto, nenhumaedhifer foi mostrada na FC (Figura
22D), na atividade locomotora (Figura 22E) e na TEiGura 22F) (p > 0,05 por ANOVA
de duas vias com medidas repetidas e pos-testsite ESD).

5.2.3.2 — Concentragéo de £2 COz na caixa de desafio

A concentragdo de oxigénio manteve-se em 21% emdddfusdo de gas no
controle e nas caixas experimentais (Figura 23A)cocentracdo de permaneceu
constante em <1% na caixa de controle durante @sedo dos ratos ao ar atmosférico
(<1% de CQ/ 21% de @/ 79% de N). A infusdo de gas hipercarbico pré-misturado
(7,5% de CQ/ 21% Q / N2 71.5%) resultou num aumento rapido na concentrededo
CO, de <1% de C@até 7,5% de CHno ponto de tempo de 5 minutos (Figura 23A).
Depois de terminar a infusédo de gas e abrir, xasae desafio, as concentracbes de CO
gue chegaram rapidamente a 7,5% e diminuiu pamxapadamente 3,75% de GO

durante os 5 min seguintes.
5.2.3.3 - Interacdo Social

O desafio com C@reduziu os comportamentos de interacdo sociahnosais
obesos, mas néo nos controles [efeito da diete2B)(% 6,6, p = 0,017 para a frequéncia,

e efeito dieta x gas para a duracao F (1,24) =p43),050, n = 7/grupo, figura 23B].
5.2.3.4 — Respostas Cardiovasculares

Antes de passar pelo desafio de exposicdo ao basrvou-se que 0s animais
obesos apresentaram alta PAM (efeito da dietal) %, 7,1; p = 0.022, figura 23C, n =

6; 7, um outlier foi removido apés G@o grupo controle), o que levou a uma maior
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resposta de PAM global para o £ab grupo obeso. Nao houve diferencas observadas
FC antes dos desafios de gas, mas durante o desafidcCQ os obesos tiveram um
aumento na FC (interacdo dieta x gas F (9,90) /p3-00.004, figura 23D, n = 5;7, um
outlier removido por apresentar alto basal e unsap@xposicdo ao Go grupo
controle). Nao houve diferencas significativas tidade locomotora ou nas respostas

de temperatura corporal central (dados ndo mostfado

A) Concentracio de O2 e CO2 na caixa B) Interacao Social
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Figura 23: A)O grafico de linhas representa a média das coracgigs dé€D, e CQ dentro da caixa de
desafio, 5 minutos antes, 5 minutos durante, enutos apds a perfusdo normoxia (21% ded@ ar com
7,5% de CQ@ B) a 5 min de desafio com 7,5% de Qidminuiu comportamentos de interacdo social nos
obesos, mas ndo nos ratos controle (n = 7/grupaat@s obesos tiveram alta presséao arterial n{edi)
basal e em sequéncia a 7.5% de,,G6sultou em uma maior PAM apds £€n ratos obesos e apenas
esses ratos exibiram taquicardia apds respost®gdControle-ATM, n = 6; Controle-Cn = 6; Obeso-
ATM, n = 5; Obeso-C@ n = 6).* Indica significancia por ANOVA de duas vias comwspeste de Fisher
LSD). Em A) os dados foram apresentados como niéDid e em B), C) e D) como média + EPM.
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5.2.4 — Experimento 3. Efeitos da obesidade no cowmpamento associado a

ansiedade

Ao final do experimento 3 (Tabela 5), nenhuma difiga foi observada no peso
inicial dos animais [t(10) = 0.3008, p = 0.7698Rhsmbservamos aumento significativo
do peso corporal final [t(10) = 2.671, p = 0.023&},ganho de peso [t(10) = 2.522, p =
0.0303], tecido adiposo epididimal [t(10) = 8.585x 0.0001], retroperitoneal [t(10) =
6.680, p < 0.0001], e inguinal [t(10) = 3.938, p.6028], e consequentemente do indice
de adiposidade [t(10) = 7.437, p < 0.0001], dosnais obesos quando comparado com
0s animais controle (n=6/grupo, pelo teste t del&tundo pareado).

Os efeitos da obesidade no comportamento de esmibrgdria e de fuga sao
mostrados na Figura 24. ANOVA de duas vias com asddipetidas e pos-teste de Tukey
revelou um significante efeito nas tentativas [EQ2= 14.83; p = 0.0001, n = 6/group],
dieta [F(1,10) = 7.16; p = 0.0232, mas nao houveragdo entre as tentativas x dieta
[F(2,20) = 0.4485; p = 0.6448, n = 6/group].

Na E1, pelo test t de Student ndo pareado, obses/gue 0s animais obesos
permaneceram mais tempo no braco fechado LTE queochparados aos controles
[t(30) = 2.627; p = 0.0134, n = 6/grupo] (Figurad24Ja para a fuga, ANOVA de duas
vias com medias repetidas e pos-teste de Tukeyren@ou efeito significativo nas
tentativas [F(2,20) = 0.5380; p = 0.5921], dietd [EO) = 0.1857; p = 0.6724] e tdo pouco
interacéo entre as tentativas X dieta [F(2,208382; p = 0.7171], (n = 6/grupo), (Figura
24B).

O teste t de Student ndo pareado também né&o reddknenca na atividade

locomotora entre os grupos dietéticos [t(10) = 9233 = 0.7415, n = 6/grupo).
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Figura 24: Efeitos da dieta hiperlipidicaApesquiva inibitéria @) fuga, medidas de comportamento de
ratos testados no LTE (n = 6/grupo). O tempo gpstos animais para deixar o brago fechado do LTE na
linha de base (LB), esquiva 1 (E1) e 2 (E2), eatiesentados em trés ensaios consecutivos (cawailute

de 30 segundos e um tempo de corte de 300 segu@ltsinpo gasto pelos animais para deixar o braco
aberto de LTE na fuga 1 (F1), 2 (F2) e 3 (F3) estdiesentados em trés ensaios consecutivos (com
intervalos de 30 segundos e um tempo de corte @s&fundos). ANOVA de duas vias com pos-teste de
Tukey com diferencas expressas como média + EPNP, ¥0,05 diferente dos controles; Dados
apresentados como média + EPM.
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6 - Discussao

Nossos resultados mostraram que a DH foi eficiemteinduzir obesidade
dietética a qual aumentou os niveis basais de FAD, e PAS. Além disso, a obesidade
tornou os ratos mais propensos a respostas datipedade, mais especificamente a
respostas do tipo panico. Essa vulnerabilidade ese piovavelmente devido a uma
inibicdo ineficiente mediada por GABAlentro do DMH semelhante ao que ocorre em
pacientes com TP. Essa disfuncdo GAB#a regido do DMH facilitou o aparecimento
de sinais que se assemelham ao TP.Diversos estpittesmiologicos e em modelos
animais, que investigam os comprometimentos gerpdiasobesidade, sugerem que o
alto teor no consumo de gordura saturada, queéticho mais nociva ao organismo, é
um dos principais fatores no desenvolvimento dpstalogia (lkemotcet al. 1995;
Mochcovitchet al. 2014; Abildgaaret al. 2011; Abildgaaret al. 2014; Lockest al.
2015). Nossos resultados confirmaram que o aunwmteor de gordura na dieta por
varias semanas foi capaz de induzir obesidade e (fdagae et al., 2009). A obesidade
foi caracterizada por um aumento de peso e porumeato da quantidade de gordura
animais alimentados com DH (Nagae et al., 2009¢cMat al., 2013, Martinez-Martinez
et al., 2013, McCully et al., 2013, Song et al.120 Pode-se avaliar a quantidade de
gordura corporal pelos scans em EchoMRI, bem cangoydura visceral pelo indice de
adiposidade. Essas avaliacbes sdo importantesalgors de caracterizar a obesidade,
possibilita a sua correlagdo com outros fatoresis® como o que liga a obesidade
visceral tanto com um aumento do risco cardiovas@uanto a alteraces psicoldgicas
(Despres et al., 2001), bem como com outros estteomo a resisténcia a insulina e
diabetes (Eckel 1997, Sethi e Vidal-Puig, 2005,i€pgr, Nitka et al., 2010, Foster et al.,
2010, 2011). Nossos resultados corroboram nossedesanterior que também
demonstrou que a dieta hiperlipidica causa efetvdeno desenvolvimento da obesidade
(Abreuet al. 2014).

Estudos demonstram que o ganho de peso em ratengdidos com dieta rica em
gordura de porco € maior do que em animais alindestaom dieta rica em 0leo de canola
(Hariri et al. 2010). Outros estudos néo encontraram digarao peso corporal final de
ratos Sprague-Dawley adultos alimentados por 4 sasneom dietas hiperlipidicas que
apresentavam teor moderado ou baixo de gordureadat(AGS), entre 33% a 45% de
gordura proveniente do 6leo de cartamo (baixo decAGS), 6leo de peixe (moderado
teor de AGS), ou gordura de carne (moderado tedGi®) (Awadet al. 1990). Ratos
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Wistar adultos alimentados com uma dieta rica emtenga, com 52% de calorias desta
fonte, durante 5 semanas apresentaram um maioo genpeso corporal do que ratos
alimentados com 6leo de milho nesta mesma poroemtgbaririet al. 2010). Buettner
et al (2006), demonstraram que ratos Wistar adaliosentados com DH baseada em
banha de porco (42% de gordura), ndo apresentatemer@o no ganho de peso
significativo quando comparados com o grupo aliméntcom dieta baseada em 6leo de
oliva (baixo teor de AGS) durante 12 semanas, nd@asdemonstrou esta relagdo em
comparacao aos ratos alimentados com dieta patlii6 (e gordura) (Buettnet al.
2006). Outro estudo demonstrou que a dieta hipéitig rica em gordura saturada é
capaz de induzir o ganho de peso, porém, este aom&o esta relacionado a um maior
consumo de ragédo. Isto significa que animais alieters com DH rica em gordura
saturada estocam uma maior quantidade de gordorangeessariamente aumentar o
consumo de calorias, 0 que sugere que 0 aument@odgura corporal e o
desenvolvimento da obesidade esta intimamenteioakda a fonte lipidica ingerida
(Catta-Preta et al. 2012).

Na primeira etapa desse estudo ndo observamosmarditeracao cardiovascular
(PAM e FC) a nivel basal dos parametros fisiolGginos ratos obesos, mas durante a
segunda etapa, utilizando da telemetria para @&alidessas alteracdes observamos que
a obesidade aumentou os niveis basais de PAM, bemo PAS e PAD, o0 que esta de
acordo com dados anteriores (Smith et al., 200§abl&t al., 2009). No entanto, néo foi
observada alteracbes nos niveis basais de FCda®ilocomotora e TCC. Os
mecanismos pelos quais a gordura abdominal seiass@umentos da prevaléncia de
hipertensé&o arterial ndo sao totalmente claros.

Alguns autores sugerem, também, que a resisténtsaléna e a hiperinsulinemia
poderia ter um papel na génese da hipertensadbessociada a obesidade (Defronzo
& Ferranini, 1991). A hiperinsulinemia provoca auntos da atividade do sistema
nervoso simpatico e da reabsorcao tubular de $b@ifvonzo & Ferranini, 1991; Reaven
et al., 1996), acdes que contribuem para o aunaen®A. Por outro lado, a insulina é um
horménio vasodilatador e induz aumentos do fluxogeaeo para a musculatura
esquelética, um efeito que parece ser mediado etim nitrico (Baron et al., 1995;
Steinberg et al., 1996). Estes efeitos sdo aceanoawte diminuidos em pacientes obesos
e hipertensos (Steinberg et al., 1996), portaddee®sisténcia a insulina. O aumento da
atividade simpatica, consequente a hiperinsulineanigie induz vasoconstricdo, seria

contrabalancada pela acéo direta vasodilatadaressdbina. Isto explicaria a elevacdo da
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PA em nossos animais, a medida que se eleva o &xdmgordura. Entretanto, no estudo
de Faria em mulheres obesas, ndo se observouag@wetntre os valores da insulinemia
e os niveis de PA, embora a correlagéo positivgnéfisante tenha sido encontrada entre
a quantidade de gordura visceral e os valores dgHaAa, 2000). Esses dados sdo
concordantes com 0s N0sSs0s, NOS quais 0 aumenicdaferéncia da cintura (N0 NOSSO
caso avaliado pelo indice de adiposidade) se assac@umentos da PA.
Outros mecanismos tém sido propostos para expligasociacéo entre aumento

de gordura visceral e hipertensédo arterial. Haldletdefendem a possibilidade de a
gordura visceral mediar a elevacéo da PA atravésdauicdo da natriurese (Hall et al.,
1996). A maior retengdo de sodio ndo seria depeéadis niveis séricos elevados de
insulina (Hall, 1993; Hall et al., 1995), mas squi@vocada por ativagao do sistema
renina - angiotensina, por ativacado do sistemaaserautbnomo simpatico e ainda por
alteracbes da hemodinamica intra-renal, conseqaerampressao da medula renal (Hall
et al., 1996; Hall et al., 1999). Embora estes misocaos nao tenham sido avaliados em
nosso estudo, poderiam explicar também nossos eshad

Outra possibilidade a ser considera refere-se i@egsrde leptina, uma vez que, a
mesma € capaz de regular a temperatura do tecigdosadmarrom (BAT) e o sistema
cardiovascular, com participacao critica do DMHgumivelmente através da ativagédo
do nervo simpético (ANS). (Enriori et al, 2011.nfes et al., 2001; Horiuchi et al., 2006;
Marsh et al., 2003; Rezai-Zadeh et al., 2014) cfigs intracerebroventricular (ICV) de
leptina aumenta a ANS, levando a aumentos na P& ¢Haynes, 2000; Mark et al,
1999). Ja, antagonista de receptores de leptinRRl).EEentral causam uma reducdo na
PA e FC em ratos hipertensos com obesidade indpoiddieta hiperlipidica. Dentro o
nacleo arqueado do hipotdlamo (ARH), a leptinamagh a expressdo de pro-
opiomelanocortina (POMC) e aumenta a atividadeedgdmios POMC, que liberam os
peptideos POMCo( B, ey -horménio estimulador de melandécitos [MSHSs]) qtieam
sobre o receptor de melanocortina-4 (MC4R) — egoe®em neurbnios do nudcleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) e outras regide encéfalo para aumentar a ANS
(Cone, 2005; Cowley et al, 1999, 2001.; Haynes.e1899). No entanto, os neurénios
POMC ficam sem resposta a leptina na obesidaégtied pode agir independentemente
da sinalizacdo MC4R (Enriori et al.,2011; Pattersoral, 2011.; Scott et al., 2009).
Reforcando esses resultados, Simonds et al. (20b&)yaram que os efeitos da leptina
sobre PA sdo mediados por circuitos neuronais naiPivna vez que, o bloqueio de

leptina com um anticorpo especifico, antagonisia mibicdo da atividade de neurénios
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expressando LEPR no DMH causou uma reducado rapid®Adem camundongos com
obesidade induzida por dieta hiperlipidica, indeleste das alteracdes no peso. Re-
expressao de LepRs no DMH de DIO ratos LEPR defieieausou um aumento na PA.
Estes estudos demonstram que o0s casais de lejpdirecées no peso a mudancas na PA
em mamiferos espécies (Simonds, et al.2014). Caderpos vers, ja esta bem claro que
a atividade do nervo simpatico (ANS) é aumentadarda a obesidade e que este
aumento poderia levar a PA elevada. Estudos codores com obesidade induzida por
dieta sugerem que o aumento da (ANS) € um impertamgdiador da hipertenséo
induzida por obesidade semelhante aos antagouisteeceptores adrenérgico® § e
desnervacao renal que minimiza significativamergke@acéo da PA associada ao ganho
de peso (Carlye et al. 2002, Esler et al, 2006uf@ento da atividade simpatica, o que
provavelmente leva a essas alteracdoes na PA, poslridevido a uma ativacdo mais
elevada do DMH durante as condi¢cdes de repousada&sttém demonstrado que a
estimulacao de neurdnios do DMH leva a um aumemtiescarga simpatica de diferentes
orgaos (Fontes et al., 2001, Cao e Morrison, 2006)iosamente, ratos obesos podem
apresentar uma ativacédo neuronal aumentada den@®d/iH em condi¢ces de repouso,
como foi demonstrado pelo aumento da expressaeFds ¢Xin, Storlien et al., 2000),
mesmo que esse nao seja um dado semelhante aonoguramos nesse estudo.

Em estudo anterior, demonstramos que a obesidadezida por uma DH,
potencializa a resposta cardiovascular produzid&giesse de jato de ar em ratos. Esta
resposta aumentada € provavelmente devido a urbgdai reduzida mediada pelo
GABA dentro da DMH, uma vez que a ativacdo de riecep GABA\ foi menos eficiente
na reducdo do aumento da PAM evocado por estregse mtos obesos. Além disso, a
microinjecdo de muscimol no DMH de animais obegoliziu a taquicardia apenas no
inicio do protocolo de estresse por jato de arafdo com estes resultados, o bloqueio
dos receptores GABA no interior da DMH, produziu um aumento na FCAMPcomo
seria de esperar, no entanto, a duracao da regp$i@ foi menor nos animais obesos
(Abreu, de Abreu et al. 2014). Uma sensibilidadduréda a um agonista de GABA
exdgeno sugere uma deficiéncia da inibicdo megad&ABA no interior da DMH, que
normalmente restringe o drive simpatico durantesioesse nos animais de controle
(DiMicco et al., 2002), e pode ser a causa da stapootenciada a estresse nos ratos
obesos. Adicionalmente, o bloqueio dos recepto®BAZ, por bicuculina, dentro do

DMH produziu uma resposta taquicardica e aumeni@dam ambos 0s animais magros
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e obesos. No entanto, a resposta da FC nos anitmes®s foi mais curta do que nos
animais controle, o que é consistente com umagiibGABA-mediada prejudicada.

O neurotransmissor inibidor GABA é o principal nblG de vertebrados, e
apresenta-se amplamente distribuido nos neurbmijpXimadamente 40%), sendo
capaz de ativar receptores ionotropicos, por meicaldertura de canais de cloreto,
promovendo a hiperpolarizacdo da membrana neur@mahciolini & Petris 1990).
Diversos estudos farmacologicos j& demonstraramatieecdes no influxo de cloreto,
mediada pela neurotransmissao GABAEérgica, provaiteracdes no comportamento de
ansiedade em modelos animais, estes dados est@mre/argéncia aos estudos que
demonstram que agentes facilitadores da absorcéwmnsd de cloreto geralmente
produzem efeitos ansioliticos e antidepressivosKBdret al. 1990; Shekhar et al. 1993,
Malatynskaet al. 1995, Imamura & Prasad 1998). Nossa hipptsejue os animais
induzidos a obesidade apresentam comportamentdpdoahsiedade, se baseia na
premissa de que a obesidade possivelmente esterametendo o sistema inibitorio
gabaérgico, como sugerido em nosso estudo antéioiiminuicdo hipotalamica de
GABA, seja por comprometimento do influxo de cloredu por comprometimento dos
receptores, ou ainda por diminuicédo da liberac&eedeulas, poderia ser um importante
fator na susceptibilidade ao desenvolvimento daisstornos de ansiedade (Abeual.
2014; Imamura & Prasad, 1998). Nossa hipotese aderenvolvimento do DMH nestes
transtornos esta relacionada ao fato de que a a&lragéo de agonista GABAnuscimol
neste nucleo age enquanto ansiolitico em ratos etittws ao teste do LCE, e os
antagonistas GABA bicuculina e picrotoxina, promovem um efeito dpos
(ansiogénico), além disso, o bloqueio deste recemidMH aumenta a ansiedade no
teste de conflito, e ainda, que a obesidade crgm@mabca um aumento da reatividade ao
estresse (aumento da PAM e FC) (Shelhal. 1990; Shekhar et al. 1993; Malatynska
et al. 1995; Imamura & Prasad, 1998).

Diante desses achados e a fim de compreender melpapel do DMH na
reatividade cardiovascular de ratos com obesidadazida por dieta hiperlipidica,
avaliamos o efeito da ativacdo quimica dos receptglutamatérgicos do tipo NMDA
(NMDA) e ndo NMDA (AMPA) nessa regiao. A presengardceptores NMDA e nao-
NMDA no DMH é bem estabelecida por uma variedad&deicas, incluindo ensaios de
ligacdo (Meeker e cols, 1994), estudos eletrofigjios (Bailey e cols, 2003) e
farmacoldgicos (Soltis & DiMicco, 1991; Bailey & Micco, 2001). Estudos de Soltis &

DiMicco (1991 e 1992) mostram que as respostasiaastculares induzidas pela
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desinibicdo do DMH ou pelo estresse experimenfaédéem da ativacéo tanto dos dois
subtipos (NMDA e ndo NMDA) uma vez que bloqueio agenas um subtipo de
receptores reduz parcialmente as respostas casdidages, enquanto o duplo bloqueio
desses receptores promove efeito adicional. Estedos sugerem a existéncia de dois
componentes distintos nas respostas cardiovassudareestresse: um relacionado a
atividade dos receptores NMDA e outro mediado poeptores ndo-NMDA.

Estudos anteriores mostraram que a estimulacaedeptores glutamatérgicos
do DMH promove aumento da atividade simpatica alémespostas comportamentais
(Soltis e DiMicco, 1991; Soltis e DiMicco, 1992)mEnosso trabalho observamos que
tanto a microinjecdo de NMDA quanto de AMPA no DMBbis ratos controles e obesos
provocaram aumentos de PAM e FC. Interessantengentigroinjecdo de NMDA gerou
uma resposta taquicardica de curta duracao e ainjegdo de AMPA produziu uma
resposta pressorica exacerbada nos obesos envoratag&ontroles, o que pode ser um
fator importante nas alteracdes basais na PAM atws robesos. Esses dados vao de
encontro aos achados de Johnson e Shekhar em 2@06ugeriram que diferentes
estimulos podem ativar apenas um subtipo de racghitamatérgico no DMH para
evocar a resposta fisioldgica especifica no animal.

Uma vez reforcada a ideia de que a obesidade paliegacas respostas ao
estresse cardiovascular em ratos, devido a umigaoilediada por GABAineficiente
dentro do DMH e como pacientes com TP tém défi@tstividade central de GABA
(Goddard, Mason et al. 2001) e gue a disfuncao &ABa regido do DMH facilita
0 aparecimento de sinais que se assemelham atotramdo panico, em modelos onde
a infusdo de NalLac 0,5M (Liebowitz, Gorman et 8i84; Goetz, Gorman et al. 1989;
Shekhar et al. 1995) ou a exposicdo a 7,5% de (Mod et al 1988, Bailey,
Argyropoulos et al. 2005) mimetiza esse disturl@m individuos propensos a AP
analisamos a vulnerabilidade de ratos obesos asespdo tipo panico apds ambos 0s
estimulos interoceptivo®©s resultados desse estudo sugerem que essa dsfoag
sistema gabaérgico de ratos obesos aumenta aadesiegroduz sintomas de estado de
panico, por exemplo, nessas condicdes.

ApoOs a infusdo de NalLac, ndo observamos alteragd@AM em nenhum dos
grupos (coletivo/individual ou controle/obeso). &ldanto, observamos um aumento na
FC seguida da infusdo de NalLac nos grupos obe$#ts/os e nos individuais. Todavia,
apos a infusdo de NalLac, observamos, também, aantatFC no periodo de

recuperacao nos ratos obesos individuais. Esses dad-C vao de encontro com outros
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estudos que demonstraram resposta taquicardicanamaia com disfuncdo cronica
GABAérgica apés esse mesmo estimulo (Shekhar E2@b., Sajdyk et al. 2003, Johnson
& Shekhar 2012).

Nosso trabalho, também, apresentou os efeitos plasigéo aguda (5min) em
concentracdo hipercarbica moderada, gas normaxicapmportamento relacionado a
ansiedade, bem como, a inducdo de c-Fos em regdpdascéfalo anterior importantes na
mobilizacdo de mudancas de adaptacdo na respiragéacdo comportamental, e
respostas aversivas do tipo panico para restati@naostase acido-base de ratos obesos.
No Experimento 1, mostramos que ratos obesos eogashalacéo de 7,5% de & @or
um periodo de curta duracdo (5min), apresentaranpadamento de ansiedade, ou seja,
responderam com diminuicdo do nimero de cruzantenliohas, aumento do tempo de
congelamento e diminuicdo no tempo e frequénciatdeacdo social no campo aberto,
bem como, com aumento do niumero de peletes feaaiaixa de teste. Em apoio a nossa
hipotese, a inducdo da ativagcéo de c-Fos no DMaFe iRas ndo no DA de ratos obesos,
observada no Experimento 1, em consequéncia aiefipdspercarbica € semelhante ao
observado depois de expor um rato a um estimulepemdo medo incondicionado,
como, odor de gato relacionados com o predadotdiiberg et al., 2001). Por exemplo,
o desafio de gas hipercarbica aumentou as respostdares no DMH envolvidas na
regulacéo incondicionada, de comportamentos reladims ao estresse (Keay e Bandler,
2001), neuroendocrinas (Bailey e DiMicco 2001, Makat al. 1986) e respostas
autonémicas (Dampney et al. 2002, DiMicco et &1Q2).

As diferencas entre os dados e a inducdo de cdgninges a exposicao de ratos
a um estimulo que provoca uma resposta de medodimonado pode refletir a rota da
entrada sensorial panicogénico (isto é, quimiope&e central (PC&H" versus
percepcao olfativa). No geral, o desafio agudorbgudico em ratos obesos aumentou os
comportamentos de ansiedade, bem como, ativouvseteinte regides que participam
de circuitos neurais responsaveis por gerar reapodt panico/defesa a estimulos
aversivos e, portanto, fornecer uma hipotéticaiest para compreender 0s mecanismos
neurais subjacentes a mobilizacdo de respostamdmicas, neuroenddcrinas e
comportamentais. Esses aumentos na expressdo de we- DMH, PeF pode ser
secundéria a estimulos sinapticos com consequéanégdo periférica ou alteracéo de
quimiorreceptores centrais locais, ou por um eféiteto e local da alteracdo de PLO
H+ nos préprios neurdnios. Outra explicacdo envohezanismos quimiorreceptores

intrinsecos. Embora existam células quimiorrec@gton periferia (por exemplo, células
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glémicas no corpo carotideo) capazes de dete@imvacdo de PCAH + (Gonzalez et
al., 1992, Peers e Buckler, 1995). Além disso,@agdnios quimiorreceptores presentes
em regides visceromotora do hipotdlamo, como o DavPeF (Dillon e Waldrop, 1992)
pode ser importante para ativacdo da mobilizacdptatva e do comportamento
associado ao panico.

J& no experimento 2, avaliamos se a exposicadadesCQ seria capaz de gerar
respostas autonondémicas nos animais obesos. Anfessdar pelo desafio de exposicéo
ao gas, observou-se que os animais obesos ja ajarese alta PAM, como ja era de se
esperar baseando-se nos dados encontrados nooetsP4hs. Esse aumento prévio
levou a uma maior resposta de PAM global para e @0grupo obeso. Ja para FC néo
houve diferencas observadas antes dos desafiogsgdengs durante o desafio com2CO
0Ss obesos tiveram um consideravel aumento na F&lgu@mparado controle. Para que
a ativacao do nervo simpatico possa induzir tagdiaae hipertensdo simultaneamente,
0 mecanismo baroreflexo que estimula a ativac@spanpatica vagal e inibe a liberacdo
simpatica precisa ser dessensibilizado (MacDowadll.e2006) A regido do nucleo do
trato solitario (NTS) é fundamental para o funcioeato do barorreflexo (Catelli & Sved
1988) e contém neurdnios motores parassimpatica3M@/PeF inerva diretamente o
NTS (Fontes et al. 2001) e a estimulacao elétricquamica (MacDowall et al. 2006) do
DMH/PFE diminui a sensibilidade do barorreflexo agés de um mecanismo
GABAérgica no NTS (Jordan et al 1988). Este cicuiipresenta um meio de adaptacao
de inibir o barorreflexo durante as respostas dt "du fuga" e exercicio (Potts et al.
2003). O NTS também contém numerosos neurbnios Giiéos (Fong et al. 2005)
gue poderiam enfraquecer atividade parassimpdtilbado neurbnios pré-ganglionares
vagais acetilcolinérgicos. A constatacao de queoadicdes relacionadas com o panico
apresentam desequilibrio simpético e parassimpatiemn como, interrupcdo do
barorreflexo em ratos obesos apds exposicdo ae O&e ser considerada.
Eletrocardiograma em pacientes com TP revela domiadsimpatica e remocao
parassimpatica (Hamada et al. 1998, McCraty e2@01). Pacientes com TP também
mostram funcédo barorreceptora alterada que persismo quando eles estdo em
remissao (Shioiri et al. 2005).

Diante dos resultados expostos e com o intuitcdéronar se a obesidade, por
si sO, seria capaz de propiciar alteracdes de cdarpento fazendo dos ratos obesos
propensos as respostas de ansiedade, submetemesmes ao LTE (Experimento 3).

O LTE é uma derivacdo do Labirinto em Cruz ElevddGE), ja extensivamente
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utilizado como modelo de teste para avaliar a dasdie (Handley & Mithani, 1984). O
teste no LCE utiliza-se da premissa de que anifteasscomo os roedores) possuem medo
inato a altura e a locais abertos, onde estes o@d®eguem realizar com eficiéncia a
exploracao tigmotaxica do ambiente por meio de gibassas (Treit et al. 1993). Apesar
de os animais nao apresentarem comportamentoapdigico no LTE, observamos um
aumento na laténcia durante as exposi¢des do aamnataco fechado neste aparato o
gue pode estar relacionado com a capacidade dedapra evitar o perigo, 0 que vem
sendo positivamente associado a um comportameni® amgiogénico, ou do tipo
ansiedade (Pobbet al. 2014). Esses dados corroboram aoutro esini@oior de n0sso
grupo de pesquisa que demonstrou que a obesidadefideente em promover o
comportamento do tipo ansiedade no LTE, evidenciam@mente pelo aumento do
tempo de laténcia dos animais quando expostos ago echado do LTE e néo
apresentaram comportamento do tipo panico. (Nor@0ia). Outros autores, também,
ja observaram que a exposicao cronica a DH (psalpsmame) de ratos aumentam o
comportamento do tipo ansiedade em testes compamtarm realizados no campo aberto
e no LCE (Bilbo & Tsang, 2010; Sasaii al. 2014), o que demonstra que alteracdes
nutricionais precoces podem provocar mudancas m@iigas (fendbmeno biolégico que
determina a relacdo entre os estimulos fisicosimigos durante periodos criticos do
ciclo biolégico), que favorecem o desenvolvimen@in rs6 de comorbidades como
obesidade, diabetes, hipertensdo mas também paereer a vulnerabilidade aos
transtornos pscicopatolégicos. Esse aumento narabilidade destas desordens pode
ser decorrente de alteracdo dos sistemas regoltGtbmo o serotoninérgico, o
noradrenérgico, o dopaminérgico, o0 glutamatérgicoo egabaérgico, que estao
intimamente conectados aos transtornos de ansieda@pressao (Fragd al. 2014;
Mlyniec et al. 2015).

Assim, propomos um mecanismo hipotético para ogosfalos estimulos
interoceptivos causadores de AP em ratos obesoslisfiim¢cédo gabaérgica (Figura 24).
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Figura 25: Representacdo do mecanismo hipotétiewést do qual a infusdo de lactato de sédio (NaLac)
0,5M ou da breve exposi¢cao (5min) ao gas hipercarpi,5% CQ) induz respostas cardiovasculares e
comportamentais semelhantes a ataques de péanigoe(ARatos obesos com disfuncdo gabaérgica no
nucleo dorsomedial do hipotalamo (DMN) e do hipmt@ perifornical (PeF). Além de vias e regides do
encéfalo que séo importantes sitios sensoriaisrettsmissédo para componentes de AP. MPOA: area
predptica medial, RP: raphe palidus. BRVL: bulbstmventrolateral, I/dIPAG: regido dorsolateral da
substancia cinzenta periaquedutal, FC: frequénaialiaca, PA: pressdo arterial. -: inibicdo, +:
estimulacao/excitacao.
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7 — Conclusodes

» Adieta hiperlipidica (45% de lipidio Kcal/g) pors@manas, promoveu aumento
no peso corporal, IA e nos niveis basais da PAM) BAAS pelos registros de

telemetria.

* A microinjecdo de agonistas glutamatérgicos do MDA (NMDA) e nao
NMDA (AMPA) no DMH promoveu aumento da PAM e FC tiamos animais
controles quanto nos animais obesos, no entant@AlNerou uma resposta de
curta duracdo na FC e AMPA uma resposta elevaddAM na presenca da

obesidade.

* Infusdes i.v de NaLac 0,5M n&o provocou alteracAd®AM em nenhum dos
grupos (coletivo/individual ou controle/obeso). Matanto, observamos um
aumento na FC seguida da infusdo de NalLac tantgnp®s obesos coletivos
guanto nos individuais. Todavia, apds a infusdd\dkeac, a resposta pode-se
observar, resposta taquicardica durante o periedealiperacdo nos ratos obesos

individuais.

* Ratos obesos expostos a inala¢ao de 7,5% d@@@m periodo de curta duragéo
(5min), além de aumentar o comportamento de ardge@a seja, responderam
com diminuicdo do numero de cruzamento de linhameato do tempo de
congelamento e diminuicdo no tempo e frequénciatéeacdo social no campo
aberto, bem como, com aumento do nimero de pdiies na caixa de teste),
apresentaram aumento da ativacao de células ceFD&N e PeF, mas ndo na

regido do DA.
» Além disso, ap06s o desafio de exposicdo ao gas, GO animais obesos
apresentaram aumento tanto na PAM quanto na F@psgme a resposta de

taquicardia foi bem expressiva.

* A obesidade, por si s0, foi capaz de gerar reapasimportamentais do tipo
ansiedade, evidenciadas pelo aumento no tempdéheia no brago fechado no
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LTE quando comparado aos animais controle, no entaéio apresentaram

comportamento do tipo panico.

Estes resultados sugerem que obesidade induziddigtarhiperlipidica leva a
desinibicdo de circuitos de péanico que contribuema ulnerabilidade a respostas do
tipo panico tanto seguido de infusées de Nalac tgudmrante a exposicao a 7,5% de
CO, em ratos Wistar.
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