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RESUMO

Embora a obesidade possa levar a mudancas no limiar de dor, 0 mecanismo pelo
qual isto ocorre ndo é bem compreendido. Com as recentes descobertas das
propriedades do tecido adiposo branco de secretar substancias com relevantes efeitos
biologicos, seu papel endocrino assumiu grande importdncia. A ocorréncia e a
magnitude da dor e do quadro inflamatério podem estar relacionadas a mudangas
enddcrinas causadas pela obesidade, entre as quais se destacam as alteragdes nos niveis
de citocinas inflamatdrias, leptina, grelina e opidides enddgenos, entre outros. Por esta
razdo, o objetivo deste estudo foi avaliar, através de testes de nocicepcao aguda, como
Placa Quente, Retirada de Cauda, teste Von Frey eletronico e avaliacdo do Edema de
Pata por Pletismometria, as diferencas no limiar nociceptivo e perfil inflamatdrio, entre
0s animais que tiveram obesidade induzida por dieta hipercaldrica (grupo HD) e os
animais alimentados com dieta padréo (grupo CD) a partir da quarta semana de vida,
durante 16 semanas. Além destes, foram realizados também testes de comportamento,
como Labirinto em Cruz Elevado e teste de Campo Aberto, para avaliacdo de ansiedade
e movimentacBes no aparato, entre 0s grupos. Parametros metabélicos, como indice de
Lee, glicemia de jejum, triglicerideos e proteinas séricas foram avaliados e as gorduras
perigonadal e retroperitoneal foram excisadas e pesadas para caracterizacdo da
obesidade experimental, em ambos os grupos. Nossos resultados demonstram que 0s
parametros metabdlicos e o peso das gorduras perigonadal e retroperitoneal foram
maiores no grupo HD que no grupo CD, mostrando que a dieta hipercaldrica foi efetiva
em induzir obesidade no grupo HD. Nos testes de nocicep¢do aguda, a Retirada de
Cauda ndo mostrou diferenca entre 0s grupos, enquanto que, no teste de Placa Quente, o
grupo HD mostrou menor periodo de laténcia em segundos para reacao que o grupo CD,
apos aplicacdo intraplantar de carragenina em comparacdo ao grupo controle (salina).
Também foi demonstrado que os animais do grupo HD tiveram maior hipernocicepg¢éo
mecanica e maior edema de pata, ap0s aplicacdo carragenina. Na avaliacdo dos testes de
comportamento ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos. Os
experimentos foram desenvolvidos no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Alfenas.

Palavras chaves: nocicepcdo, inflamacao, obesidade, dieta hipercaldrica.



ABSTRACT

Although obesity can lead to changes in pain threshold, the mechanism by which this
occurs is not well understood. With the recent discoveries of the properties of white adipose
tissue to secrete substances with important biological effects, endocrine role has assumed
greater importance. The occurrence and magnitude of pain and inflammation may be related to
endocrine changes caused by obesity, among which we highlight the changes in the levels of
inflammatory cytokines, leptin, ghrelin and endogenous opioids, among others. For this reason,
the objective of this study was to evaluate, through tests of acute nociception, such as Hot
Plate, Tail Withdrawal, electronic Von Frey test and evaluation of Paw Edema by Pletismometry,
differences in nociceptive threshold and inflammatory profile, between animals that had high-
calorie diet-induced obesity (HD group) and animals fed a standard diet (CD) from the fourth
week of life, for 16 weeks. In addition, behavioral tests were also performed, such as Elevated
Plus Maze and Open Field test to evaluate anxiety and movement in the apparatus, between
the groups. Metabolic parameters, such as Lee Index, fasting glucose, triglycerides and serum
proteins were evaluated and perigonadal and retroperitoneal fat were excised and weighed to
the characterization of experimental obesity in both groups. Our results demonstrate that
metabolic parameters and weight of perigonadal and retroperitoneal fat were higher in HD than
in group CD, showing that high calorie diet was effective in inducing obesity in the HD group. In
tests of acute nociception, the Tail Withdrawal showed no difference between groups, while in
the Hot Plate test, the HD group showed a shorter latency period in seconds for the CD group
reaction after application intraplantar carrageenan compared the control group (saline). It was
also shown that animals of the HD group had a greater mechanical hypernociception and a grea
paw edema after carrageenan application. In the assessment of behavioral tests were not
significant differences between groups. The experiments were conducted at the Institute of

Biological Sciences, Federal University of Alfenas.

Keywords: nociception, inflammation, obesity, high calorie diet.
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1 INTRODUCAO

H& pouco tempo acreditava-se que o tecido adiposo era um tecido inerte do corpo
que tinha basicamente a funcdo de armazenar energia. Estudos recentes, porém,
mostram que se trata de um complexo reservatdrio energético regulado por nervos,
hormdnios, nutrientes e mecanismos autdcrinos e paracrinos. Além disso, o tecido
adiposo é considerado um importante 6rgdo enddcrino com fungbes reguladoras no
balanco energético e outras fungdes neuroenddcrinas, incluindo producédo e secrecéo de
muitos peptideos e proteinas bioativas. Cada adipdcito produz uma pequena quantidade
dessas substancias, porém, como o tecido adiposo é o maior érgdo do corpo, o total
produzido tem grande repercusséo nas funcdes corporais (Prado et al.,2009).

Entre as substancias bioativas produzidas pelo tecido adiposo estdo as citocinas
imunomoduladoras, as quais afetam os sistemas fisiologico e comportamental,
incluindo-se também a ingestdo alimentar e a termoregulacdo (Plata-Salaman et
al.,1998). As citocinas podem afetar o metabolismo dos sistemas noradrenérgico,
serotoninérgico e dopaminérgico (Dunn et al., 2005). Durante a inflamagdo, sao
produzidas citocinas pro- e anti-inflamatorias e seu equilibrio determina a magnitude da
resposta inflamatéria (Verri et al., 2006). O acumulo de tecido adiposo por alta ingestdo
caldrica leva a liberagdo de substancias bioativas, as quais exercem varios efeitos sobre
o metabolismo de glicose, lipideos e funcdo cardiovascular (Kobayasi et al., 2010).

Portanto, o acUimulo de tecido adiposo ocasiona modificacdes enddcrinas e
metabolicas, as quais poderiam levar a alteracfes no perfil nociceptivo e inflamatdrio
em humanos e animais experimentais submetidos a dietas palataveis e de alta ingestdo

caldrica.



15

1.1 Tecido adiposo como 6rgéo enddcrino

A obesidade é o problema nutricional de maior crescimento em todo o mundo.
Devido a dimensdo que esta vem adquirindo nas ultimas décadas, tem sido referendada
como uma epidemia, ndo s6 nas Américas, mas, praticamente, no mundo inteiro. Nossa
sociedade vive num ambiente obesigénico que afeta o desequilibrio ponderal no sentido
da obesidade (Castro et al. ,2002) e sua prevaléncia cresce exponencialmente (Fliers et
al., 2003; Kershaw et al., 2004) a ponto de constituir uma ameaca crescente em termos
de morbidade e mortalidade e também em termos evolutivos, antropomorficos e de
sobrevivéncia na espécie humana e animal. O aumento de sua prevaléncia faz com que
seja considerada um sério problema de satde publica (Bélanger-Ducharme et al.,2005).

Nos mamiferos, existem dois tipos de tecido adiposo: o branco (TAB) e o
marrom (TAM). Na espécie humana, 0 TAM inicia a sua formacéo nas Gltimas semanas
de vida intrauterina, persiste algumas semanas ou mais de acordo com a temperatura
ambiente e o0 uso de agasalhos, e tende a atrofiar-se por apoptose quando a temperatura
a que o recém-nascido esta exposto oscila entre os 25 e 30 °C (Cannow & Nedergaard,
2004). Até o final do século passado, acreditava—se que os depdsitos de tecido adiposo
eram apenas uma estrutura passiva (Albright et al.,1998). Atualmente, sabe-se que
recebe sinais neuroenddcrinos, nutrientes, autocrinos e paracrinos e que por sua vez, €
um 6rgdo enddcrino-metabolico produtor de moléculas que ndo s6 regulam o seu
metabolismo, atividade e composi¢do, como sinalizam estruturas cerebrais, sobretudo
hipotaldmicas, que sdo determinantes para a regulacdo da fome, saciedade, a ingestdo e
0 consumo energeético e a regulacdo de muitas estruturas somaticas relacionadas com a
producdo e regulagdo metabolica, reprodutora e de sobrevivéncia (Kershaw et al.,2004).

Embora a relagdo entre obesidade e o desenvolvimento de doencas como

hipertensdo e diabetes tipo 2 esteja bem documentada, pouco se conhece sobre a causa
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mediando esta associacdo. Evidéncias recentes sugerem que uma causa comum de
muitas destas condi¢bes é a inflamacdo. Biomarcadores de inflamacdo, tais como
contagem de leucacitos, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e
proteina C reativa estdo aumentados na obesidade e associados com a resisténcia a
insulina e a predisposicao a diabetes tipo 2 e a doenca cardiovascular (Lee et al.,2005).
Acredita-se que a adiposidade abdominal desempenha um papel fundamental no estado
inflamatdrio cronico que predispde a hipertensdo, diabetes e doenca cardiovascular
(Bjorntorp,1997; Couillard et al.,1999). ). A obesidade esta associada a varias condi¢bes
médicas, entre as quais estdo a hipertensdo, diabetes tipo 2 e doenca cardiovascular
(Hubert et at.,1983; Messerli et al.,1982; Poirier et al.,2006).

Ha& evidéncias de sensibilidade barroreflexa diminuida em ratos com obesidade
induzida por dieta (Bunag et al.,1996; Miller et al.,1999). Dentro deste modelo, a
obesidade também produz mudancgas no balanco energético, induzindo a adipogénese
(Levin,1994) e aumento da circulacdo de leptina (Carroll et al., 2006), angiotensina Il
(Boustany et al.,2004), e insulina (Levin et al., 1997). A obesidade pode também ativar
0 sistema simpético, aumentando o consumo de oxigénio (Himms-Hagen et al.,1981;
Himms-Hagen, 1984) e a mobilizacdo de acidos graxos livres do TAB (Park et
al.,2000). A perda da sensibilidade barroreflexa em ratos obesos pode induzir respostas
metabdlicas que sdo dependentes da regulacdo cardiovascular (Lima et al.,2008).

Com as recentes descobertas das propriedades do TAB de secretar substancias
com relevantes efeitos bioldgicos, seu papel enddcrino assumiu grande importancia.
Com a descoberta de uma ampla gama de proteinas secretadas pelo TAB, denominadas
adipocinas, um novo conceito sobre a funcdo biologica deste tecido vem surgindo,
consolidando a ideia de este tecido ser ndo apenas um fornecedor e armazenador de

energia, mas sim, um orgdo dinamico, envolvido em varios processos metabolicos e
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fisioldgicos. A estrutura proteica, assim como a funcdo fisiologica das adipocinas
identificadas até 0 momento € bastante variada e compreende proteinas relacionadas ao
sistema imune, como as citocinas cléassicas — TNF-a e IL-6, fatores de crescimento
(fator transformador de crescimento B — TGF-B) e proteinas da via complemento
alternativa (adipsina), entre outras. A expansdo do TAB que ocorre na obesidade resulta
em aumento no tamanho e numero de células adiposas e em uma progressiva infiltracdo
de macrofagos ndo derivados do TAB (Weisberg et al., 2003). Adipdcitos maiores
adquirem maior capacidade de producdo de citocinas (Le Lay et al., 2001). Alteracdes
nos niveis de adipocinas foram observadas em condi¢des inflamatorias diversas, embora
sua funcdo patogénica ainda ndo tenha sido completamente esclarecida (Fantuzzi,2005).

Existe uma correlacdo positiva entre a adiposidade (ou seja, IMC e % de gordura
corporal), niveis da proteina IL-6 no soro, bem como os niveis de RNAm do TNF-a e
IL-6 no tecido adiposo abdominal (Kern et al.,1995,2001). Em varias espécies de
roedores geneticamente obesos e resistentes a insulina, o tecido adiposo apresenta maior
expressdo de TNF-o (Borst & Conover, 2005).

O reconhecimento de que o tecido adiposo branco € uma importante fonte de
citocinas nos proporciona um forte mecanismo de ligacdo entre obesidade e funcdo
imune (Hotamisligil et al.,1993). Um entendimento melhor da funcéo do tecido adiposo
na ativacdo da via inflamatéria e imunolégica pode sugerir novos tratamentos e
estratégias de prevencdo que ajudariam na reducdo da mortalidade e morbidade

associadas a obesidade (Lee et al.,2005).

1.2 Citocinas

1.2.1 Conceitos gerais
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As citocinas sdo hormonios proteicos, produzidos durante as fases efetoras das
imunidades natural e especifica e servem para mediar e regular respostas imunes e
inflamatdrias. Elas sdo produzidas na periferia por uma variedade de células do sistema
imunoldgico, como os mondcitos, macrofagos, células T ativadas, células B, células
natural killer (NK) e fibroblastos (Abbas et al.,2000). Sdo também produzidas por
outros tipos celulares, como células musculares lisas, células endoteliais, fibroblastos
(Vilcek, 2003), queratindcitos, células musculares cardiacas e glandulas sudoriparas
écrinas (Jones et al.,1995) e no SNC por micréglia, astrécitos, células endoteliais
vasculares e fibroblastos (Vilcek,2003). Desde a primeira citocina descoberta, 0s
interferons (Isaacs & Lindernmann,1957), um consideravel nimero de citocinas e suas
acOes foram descritas.

As citocinas pro-inflamatorias, entre elas as 1L-1, 1L-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a.
e o Interferon-gama (IFN-g), promovem a ativacdo do processo inflamatorio, auxiliando
na eliminacdo de patdgenos e na resolucdo do processo inflamatério. Elevacdo dos
niveis de citocinas pré-inflamatorias levam a ativacdo dos macrofagos, células NK,
células T e células B, proliferacdo de células T e células B, e a proliferacdo e secrecdo
de imunoglobulinas. Sistemicamente, podem induzir febre e aumentar a sintese de
proteinas da fase aguda. Localmente, promovem o recrutamento de células inflamatdrias
para os sitios da inflamacdo. As citocinas anti-inflamatdrias, entre elas as IL-4, IL-10,
IL-13 e TGF-B, reduzem a resposta inflamatéria por meio da diminuicdo das citocinas
pro-inflamatorias e da supressdo da ativagdo de mondcitos (Abbas et al.,2000).

Algumas citocinas — conhecidas como quimiocinas — sdo responsaveis pelo
recrutamento, ativacdo e retencdo dos leucdcitos nos sitios de inflamac6es locais. As
quimiocinas tém importante funcdo no desenvolvimento do estado inflamatorio,

atuando no recrutamento de glébulos brancos para o local da inflamagdo. Outras
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funcbes, como angiogénese, modulacdo da resposta imune e febre também tém sido
atribuidas as quimiocinas (Baggiolini, 2001).

As citocinas podem também ser classificadas pela fonte de producéo do linfécito
T helper, se produzidas pelos linfocitos T helper 1 (Th-1) ou T helper 2 (Th-2). As
citocinas Th-1 sdo principalmente pré-inflamatorias, enquanto as Th-2 sdo
principalmente anti-inflamatdrias. O equilibrio entre elas € essencial para manter a
homeostase sistémica e seu desequilibrio (Thl versus Th2) esta envolvido na
patogénese de muitas doencas humanas, como alergia e doencas auto-imunes, doencas
infecciosas e septicemia. Ademais, evidéncias recentes também indicam que tais
desequilibrios ocorrem na aterosclerose, obesidade do tipo visceral, sindrome
metabolica, distdrbios do sono e depressdo maior (Cizza et al.,2001).

A atuacdo das citocinas se da sobre muitos tipos celulares diferentes,
propriedade conhecida como pleiotropismo, e como outros horménios polipeptidicos,
iniciam sua acdo por ligacdo a receptores especificos na superficie da célula-alvo. A
célula-alvo pode ser a mesma célula que secreta a citocina (acao autdcrina), uma célula
vizinha (acdo paracrina) ou, como os horménios verdadeiros, uma célula distante
estimulada por meio de citocinas secretadas na circulacdo (acdo endocrina) (Abbas et
al.,2000).

A secrecdo de citocinas é um evento breve e autolimitado, sendo sua sintese
iniciada por nova transcricdo genética, ndo sendo armazenadas como moléculas pré-
formadas, sendo rapidamente eliminadas. Ap6s a administracdo intravenosa, a meia-
vida da maioria delas é, geralmente, medida em minutos (Vilcek, 2003).

As citocinas produzidas no sistema periférico podem sinalizar o cérebro por
meio de varias rotas, como o0 transporte ativo e a entrada passiva através de areas em

que a barreira sanguinea esteja enfraquecida ou ausente (0rgaos circunventriculares e
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plexo cordide). No entanto, como sdo moléculas pro-hidrofilicas relativamente grandes,
este mecanismo nao € aceito por alguns autores (Banks et al.,2004). Além disso, podem
se ligar aos receptores nas células dos paraganglios proximos ao nervo vago, ativando-o
e a regido do cortex cerebral onde o vago se projeta, o Nucleo do Trato Solitario,
podendo também exercer efeitos nos neurénios produtores de hormonio liberador de
corticotrofina (CRH), na eminéncia média (EM) e podem atuar nas células endoteliais
da vasculatura cerebral ou nas células gliais nos 6rgdos circunventriculares, induzindo a
sintese e a liberacdo de mensageiros secundarios que, por sua vez, ativam 0s neurénios
do hipotalamo (Silverman et al., 2005). No sistema nervoso periférico, as citocinas
coordenam componentes complexos da resposta imunoldgica, incluindo as respostas
inatas e adaptativas (Abbas et al., 2000).

No cérebro, as citocinas sdo responsaveis pela ativacdo neuroenddcrina e
neuronal. Elas regulam o crescimento e a proliferacdo das celulas gliais, modulam a
atividade dos peptideos opidides enddgenos e ativam o eixo HPA (Silverman et
al.,2005; Sternberg et al.,1989). Além disso, podem afetar o metabolismo dos sistemas
noradrenérgico, serotoninérgico e dopaminérgico (Dunn et al.,2005). A ativacdo de
citocinas no SNC produz febre, sonoléncia e diversas alteracbes comportamentais
associadas a enfermidades, denominadas "comportamento doentio” (Dantzer et

al.,2007).

1.2.2 Regulacéo da producdao de citocinas

Muiltiplos e diversos estimulos regulam a producdo de citocinas. A maioria das
citocinas pro-inflamatérias é produzida em resposta a patdgenos ou a produtos
patogénicos, como lipopolissacarideos (LPS) derivados das paredes celulares de
bactérias Gram negativas, composto por moléculas de polissacarideos, lipideos e

proteinas (Kluger,1991). O LPS é o modelo experimental mais comumente utilizado
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para estudo da inflamacao sistémica e induz respostas vegetativas e comportamentais
como febre, anorexia, alteracdes do sono e reducdo da interacdo social (Dantzer,2001;
Dantzer e Kelley,2007).

Um agente algogénico frequentemente usado € a Carragenina (Cg), um
polissacarideo extraido de algumas espécies de algas vermelhas, descoberto por um
farmacéutico inglés em 1862. Estruturalmente, a Cg é um grupo complexo de
polissacarideos composto por mondmeros relacionados a galactose, sendo de trés tipos
principais: lambda, kappa e iota. A forma lambda da origem a um gel pouco firme a
temperatura ambiente e é capaz de induzir uma resposta inflamatéria quando injetado
por via subcutanea (Morris, 2003).

Diversos autores confirmam o envolvimento de citocinas e a migracdo de
neutrofilos no processo inflamatério e no desenvolvimento de hipernocicepcao
mecanica induzida pela aplicacdo I. Pl. de Cg em camundongos (Cunha et al.,2005) e
em ratos (Cunha et al.,2008).

Outros indutores classicos da producdo de citocinas pro-inflamatérias incluem
infeccBes virais, trauma, transplante de 6rgdos ou tecidos, isquemia e lesdo de
reperfusdo. A producdo central de citocinas pode ser desencadeada pelo estresse,
exercicio fisico, isquemia, processos neurovegetativos, auto-imunidade e infeccdo. E
interessante que, enquanto as citocinas periféricas medeiam a resposta inflamatdria, as
citocinas cerebrais podem ser ativadas na auséncia de inflamacdo local. Portanto, a
expressao de citocinas no cérebro ndo é necessariamente uma indicacdo de inflamagéo
(Licinio,2003).

Atualmente, é bem aceito que as citocinas constituem uma ligagéo entre injuria
celular ou reconhecimento imunoldgico e sinais sisttmicos ou locais da inflamacgéo

(Blackweel & Christman,1996). A maioria delas apresentam mdultiplas funcbes
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bioldgicas, incluindo diferenciacdo celular, sobrevivéncia, crescimento e metabolismo

(Aggarwal & Puri, 1995).

1.2.3 Citocinas pro-inflamatdrias e dor inflamatdria

A dor inflamatéria aguda é caracterizada por hipernocicep¢do devido a
sensibilizacdo de neurdnios nociceptivos sensoriais primarios, referida também como
hiperalgesia ou alodinia (Millan,1999). Apds injuria tecidual, mediadores especificos
sdo liberados e agem em receptores metabotrépicos na membrana neuronal, disparando
a ativacao dos segundos mensageiros. As aminas simpaticas e os eucosandides sdo 0s
mais importantes mediadores primarios responsaveis pela hipernocicep¢do mecanica em
ratos (Khasar et al.,1999). Na dultima década, foi demonstrado que o estimulo
inflamatério ndo estimula diretamente a liberacdo de mediadores hipernociceptivos
primarios, mas que sua liberacdo é precedida de uma cascata de citocinas (Poole et
al.,2009). Experimentos ja realizados sugerem que, em ratos, h4 uma cascata de
liberacdo de citocinas que constitui uma ligacdo entre a injuria e a liberacdo de
mediadores hipernociceptivos primarios. Roedores que receberam carragenina tiveram
hipernocicepcdo mecéanica induzida através de uma cascata de citocinas, liberadas por
células locais ou migrantes, iniciadas pela liberacdo de bradicinina (Ferreira et al.,1993).
A primeira citocina liberada é TNF-o, a qual dispara a liberagao de IL-6, IL-1f3 ¢ CINC-
1 (citocina indutora de quimioatracdo em neutrofilo) responsaveis pela estimulacdo da
sintese de prostaglandinas e a liberacdo de aminas simpaticas (Cunha et al.,1992;
Lorenzetti et al.,2002). Estes conceitos permitem-nos compreender a razdo de a inibi¢do
de uma (IL-1B ou TNF-a) ou de varias citocinas causarem analgesia (Ferreira et
al.,1997; Kanaan et al.,1997; Ribeiro et al.,2000; Sommer & Kress,2004).

Durante a inflamacdo, sdo produzidas citocinas pré- e anti-inflamatérias e seu

equilibrio determina a magnitude da resposta inflamatéria. A fim de limitar as
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consequéncias deletérias da acdo prolongada das citocinas pro-inflamatérias, apos a
liberacdo destas, ha a liberacdo de citocinas anti-inflamatorias, tais como IL-4, 1L-10,
IL-13 e IL-1ra (antagonista do receptor IL-1). Estas citocinas anti-inflamatdrias
modulam eventos inflamatorios e imunes, inibindo a producéo e a agédo de citocinas pro-
inflamatdrias (Verri et al.,2006).

Entre as principais citocinas envolvidas na dor inflamatoria, estdo o TNF-a e a
IL-1B. Foi demonstrado que 0 TNF-a induz hipernocicepg¢do mecénica ha pata de ratos,
e que este efeito hipernociceptivo foi parcialmente inibido pela indometacina (inibidor
COX) e atenolol (receptor B antagonista), e abolido pelo co-tratamento com estas
drogas, sugerindo que a hipernocicepcdo induzida por TNF-o ¢ mediada por
prostandides e aminas simpaticas. Estes dados sugerem que 0 TNF-a induz
hipernocicepcao em ratos por duas vias independentes e paralelas: (1) TNF-o — IL-1p —
prostandides e (2) TNF-a — CINC-1 — aminas simpaticas (Verri et al.,2006).

Foi demonstrado ainda que a IL-1pB esta envolvida em varias caracteristicas da
inflamacdo, como recrutamento de glébulos brancos, febre, liberacdo de proteinas de
fase aguda e aumento da permeabilidade de vasos sanguineos (Dinarello,1984). A
producdo de IL-1pB ocorre em diferentes tipos celulares como macrdéfagos, mondcitos e
células da glia, os quais por sua vez induzem a producdo de outros mediadores
inflamatorios (Dinarello, 1998). A IL-1B estimula a expressdo da COX-2 e a liberacdo
subsequente de seus produtos, prostaglandinas (Zucali et al., 1986; Crofford et al.,
1994). Uma vez que as prostaglandinas sdo capazes de sensibilizar os nociceptores, a
IL-1B pode ser vista como um importante mediador da hipernocicepcao inflamatoria.
De fato, a IL-1p foi a primeira citocina a demonstrar envolvimento com a nocicepgao
inflamatdria em experimentacdo animal. Injecdes intraplantares de IL-1B em pequenas

doses produzem hipernocicep¢do mecénica severa e dependente da acdo de
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prostandides, j& que pode ser bloqueada pelo tratamento prévio com um inibidor da
COX (Ferreira et al., 1988). Células dendriticas, macrdfagos, linfécitos e mastocitos séo
componentes teciduais que, apés o reconhecimento do estimulo inflamatdrio, liberam
uma cascata de citocinas, as quais exercem funcéo essencial no desenvolvimento da dor
inflamatdria, bem como em outros eventos inflamatorios. As primeiras citocinas
descritas como participantes no desenvolvimento da dor inflamatoria e/ou neuropatica
foram a IL-1B, TNF-a, IL-6, e as quimiocinas IL-8, CINC-1 e quimiocina derivada de
queratinécitos (KC). Recentemente, foi demonstrado que IL-18 e IL-12 também

induzem hipernocicepcao (Verri et al., 2006).

1.3 Leptina

Uma adipocina que tem chamado atencdo em especial é a leptina, um horménio
descoberto em 1994, produto do gene ob do camundongo obeso (ob/ob) (Zhang et
al.,1994). Este camundongo apresenta comportamento e fisiologia de animais em um
estado constante de jejum, com niveis séricos de corticosterona elevados, incapazes de
se manterem aquecidos, com comprometimento no crescimento, reproducdo e alterado
limiar de apetite, 0 que gera a obesidade caracteristica, com distdrbios metabdlicos
similares aqueles de animais diabéticos resistentes a insulina. Os niveis de leptina
circulantes parecem estar diretamente relacionados a massa de tecido adiposo. No
sistema imune, a leptina parece ser capaz de aumentar a producdo de citocinas em
macrofagos, aumentar a adesdo e mediar o processo de fagocitose, a partir de uma
supra-regulacdo dos receptores de macrofagos ou pelo aumento da atividade fagocitaria.
Também exerce efeito direto na proliferacdo das células T, mostrando uma resposta
adaptativa desse horménio ao aumento da competéncia imune do organismo contra a

imunossupressao associada a falta de energia (Fonseca-Alaniz et al.,2006).
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A leptina é um componente importante da resposta imune a patdgenos, em parte,
através da inducdo de IL-1p no cérebro. Foi demonstrado que este hormdnio atua sobre
a microglia como um modulador ¢ ndo como “gatilho” para inflamagdo, ao induzir a
liberacdo de IL-1p por meio de acBes em seus receptores funcionais (Lafrance et
al.,2009).

A expressao da leptina é controlada por diversas substancias, como a insulina, 0s
glicocorticdides e as citocinas pré-inflamatorias. Estados infecciosos e as endotoxinas
também podem elevar a concentracdo plasmatica de leptina. Inversamente, a
testosterona, a exposicdo ao frio e as catecolaminas reduzem a sintese de leptina.
Situacdes de estresse impostas ao corpo, como jejum prolongado e exercicios fisicos
intensos, provocam a diminuicdo dos niveis circulantes de leptina, comprovando, dessa
maneira, a atuacdo do sistema nervoso central na inibicdo da liberacdo desta pelos
adipdcitos (Sandoval & Davis,2003).

A leptina reduz o apetite a partir da inibicdo da formacdo de neuropeptideos
relacionados ao apetite, como o neuropeptideo Y, e também do aumento da expressao
de neuropeptideos anorexigenos, como o horménio estimulador de melandcito (o-
MSH), horménio liberador de corticotropina (CRH) e substancias sintetizadas em
resposta a anfetamina e cocaina (Friedmann & Halaas,1998). No entanto, individuos
obesos apresentam elevados niveis plasmaticos de leptina, cerca de cinco vezes mais
que aqueles encontrados em sujeitos magros (Considini et al.,1996). Esses contrastes
indicam que 0s mecanismos que controlam o metabolismo e o peso corporal em
humanos sdo mais complexos do que se imagina, e maiores investigacOes relacionadas
ao género e a espécie sdo necessarias (Vierhapper et al.,2003). A hiperleptinemia,
encontrada em pessoas obesas, € atribuida a alteracfes no receptor de leptina ou a uma

deficiéncia em seu sistema de transporte na barreira hematoencefélica, fenémeno
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denominado resisténcia a leptina, semelhante ao que ocorre no diabetes mellitus
(Considini et al.,1996).

Foi observado estar a leptina significantemente aumentada em ratos com
obesidade induzida por dieta, composta de 32% de lipideos, 51% de carboidratos e 17%
de proteinas, administrada por 12 semanas, comparada aos animais controle e estar a
sua expressdo diretamente relacionada ao peso corporal. Estes resultados sugerem que
12 semanas de uma dieta hipercalorica poderia induzir anormalidades enddcrinas tipicas
da obesidade, embora ndo fosse suficiente para causar anormalidades cardiacas

significativas (Carroll et al.,2006).

1.4 Grelina

A grelina é um hormonio gastrointestinal identificado no estbmago de ratos, em
1999 (Kojima et al.,1999; Hosoda et al.,2000; Rosicka et al.,2003). O hormonio grelina
é um potente estimulador da liberacdo de GH, nas células somatotréficas da hipéfise e
do hipotalamo, sendo o ligante enddgeno para o receptor secretagogo de GH (GHS-R).
Estudos em modelos animais indicam que esse horménio desempenha importante papel
na sinalizacdo dos centros hipotalamicos que regulam a ingestdo alimentar e o balanco
energético (Nakazato et al.,2001). Recentes estudos com roedores sugerem que a
grelina, administrada perifericamente ou centralmente, independentemente do GH,
diminui a oxidacdo das gorduras e aumenta a ingestdo alimentar e a adiposidade
(Ukkola & Poyko00,2002). Assim, esse horménio parece estar envolvido no estimulo
para iniciar uma refei¢do. Sabe-se ainda que os niveis de grelina sdo influenciados por
mudancas agudas e cronicas no estado nutricional, encontrando-se elevados em estado
de anorexia nervosa e reduzidos na obesidade (Rosicka et al.,2003; Tschop et al.,2000;

Leidy et al.,2004).
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Conhece-se estar a leptina envolvida em efeitos nociceptivos e a grelina, bem
como as orexinas A e B, em efeitos antinociceptivos. Alguns estudos admitem a
hipdtese de que a diminuicdo da susceptibilidade a dor em animais ou humanos magros
possa ser induzida pelo aumento da atividade enddgena de grelina, ou que 0 aumento na
susceptibilidade a dor em animais ou humanos obesos possa ser induzido por
diminuicdo da atividade endogena de grelina (Guneli et al.,2010).

A grelina poderia levar a uma inibicdo da expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias induzidas pela leptina, como o0 TNF-a, a Il-1B ¢ a IL-6. Estes dados
sugerem a existéncia de uma rede reguladora reciproca pelo qual a grelina e a leptina
controlam a ativacdo de células imunes e a inflamacgdo. Além disso, a grelina também
exerce potentes efeitos anti-inflamatorios (Dixit et al.,2004).

Foram avaliados os efeitos da administracdo central de grelina no
desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria e no edema induzido pela injecéo I.PI. de
Cg em ratos. A grelina central (4 pug por animal i.c.v.), administrada 5 minutos antes da
Cg, reverteu a hiperalgesia mecanica e inibiu o edema de pata induzidos pela Cg. Os
efeitos anti-hiperalgésico e antiedematoso da grelina foram revertidos pelo naloxone
(10ug/rato i.c.v.), indicando que a grelina poderia exercer uma funcdo inibitéria na dor
inflamatdria através da interacdo com o sistema opidide central (Sibilia et al.,2006).

Entretanto, o papel funcional da grelina na regulagdo da resposta imune

permanece indefinido.

1.5 Opidides endogenos

A interrelacdo entre opiodides enddgenos ou endorfinas, resposta a dor, obesidade e
comportamento alimentar tém sido descritos na literatura. A resposta a dor, examinada

em um modelo de obesidade induzida por dieta palatdvel, com alto contetdo de
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gorduras insaturadas, mostrou serem 0s obesos menos sensiveis ao estimulo doloroso,
consistente com um aumento de opidides endégenos na obesidade (Ramzan et al.,1993).

Curvas dose/resposta para a analgesia por morfina indicam que esta substancia é
menos potente em ratos Zucker obesos que em ratos magros, 0 que sugere um defeito
no sistema opidide enddgeno destes animais obesos (Roane & Porter,1986).

Os opioides endogenos provavelmente contribuem para a hiperfagia, obesidade e
hiporesponsividade dos hormonios esterdides ovarianos em ratas obesas Zucker,
testadas com antagonista de receptor opidide, naltrexone (Marin-Bivens & Olster,1999).

As mudancas endocrinas ocasionadas pelo estado inflamatorio crénico
caracteristico da obesidade parecem abranger aspectos fisiopatologicos que poderiam
desencadear mudancas comportamentais e fisiologicas em humanos e animais
experimentais, levando a um aumento ou diminuicdo no limiar de dor. Por esta razdo,
torna-se importante avaliar as respostas nociceptiva e inflamatoria de animais,
alimentados com dieta hipercalorica, em relacdo aos animais alimentados com dieta
padrdo, frente a estimulos térmicos e quimicos, apés aplicacdo intraplantar de Cg, a fim

de se verificar as diferencas no perfil nociceptivo e inflamatdrio destes animais.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar e caracterizar as alteracGes nociceptivas e inflamatdrias agudas, em
ratos com obesidade induzida por dieta hipercaldrica (grupo HD), comparando-as aos

ratos com dieta padréo (grupo CD).
2.2 ESPECIFICOS

| — Avaliar ansiedade e atividade motora voluntaria entre os grupos HD e CD, através de

testes de comportamento Labirinto em Cruz Elevado e Campo Aberto;

Il — Investigar se ha alteracdes basais de nocicepc¢do do grupo HD em relagdo ao grupo

CD, através do teste de Retirada de Cauda;

Il — Investigar as diferencas de nocicepc¢édo basal e hiperalgesia térmica, apds aplicacdo

I.PI. de Cg, no teste de Placa Quente;

IV - Avaliar as diferencas na hipernocicep¢do mecanica entre os grupos HD e CD,

submetidos a aplicacdo I.Pl.de Cg, através do teste VVon Frey eletronico;

V — Investigar as respostas inflamatorias entre os grupos HD e CD, na avaliacdo do

Edema de Pata por Pletismometria;

VI — Analisar pardmetros metabdlicos, como Indice de Lee, glicemia de jejum,

triglicerideos e proteinas séricas;

VIl — Avaliar as gorduras perigonadal e retroperitoneal para caracterizagdo da obesidade

experimental.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais experimentais:

Foram utilizados 80 ratos machos da linhagem Wistar, provenientes do biotério da
Universidade Federal de Alfenas, com 4 semanas de vida, com pesos variando entre
150-200gr, mantidos em namero de 2 animais por caixa, sob ciclo claro/escuro de 12
horas, sob condic¢des de temperatura controlada (22+2°C). Os animais da amostra foram
alimentados, a partir da quarta semana de vida, por um periodo de 16 semanas, sendo
que quarenta (n=40) receberam racdo industrial balanceada (NUVITAL,NUVILAB-
CR,PR,Brasil) e agua ad libitum. Os animais que tiveram obesidade induzida (n=40)

foram tratados como se segue:

3.2 Inducéo de obesidade:

Os animais receberam, ap6s quatro semanas de vida, alimentacdo composta por racéo
industrial moida (51.4%), leite condensado (33%), aclcar (7%) e agua (8.6%) durante
16 semanas (Lima et al.,2008). A racdo moida foi preparada com a prépria racao
comercial (NUVITAL — BR), adicionada aos outros ingredientes e confeccionada em
peletz no laboratério de Nutricdo da Universidade Federal de Alfenas e mantida em
freezers apropriados. O ganho de peso corporal, em ambos os grupos, foi medido
quinzenalmente, durante o periodo experimental. O controle da ingestdo, tanto no
grupo HD quanto CD, foi também analisado por um periodo de 24 h, quinzenalmente.
O Indice de Lee foi usado para confirmacdo da obesidade, consistindo na raiz cubica do
peso corporal em gramas dividido pela medida do comprimento naso-anal x 10 (Lee,
1929) e realizado ao final da inducdo de obesidade (idade: 20 semanas). Ainda na
caracterizacdo da obesidade experimental, foram excisadas e pesadas as gorduras

perigonadal e retroperitoneal em ambos 0s grupos.
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3.3 Labirinto em Cruz Elevado:

O Labirinto em cruz elevado é um modelo animal validado do ponto de vista
farmacoldgico, biogquimico e comportamental como teste de ansiedade no rato (Pellow;
Chopin; File & Briley, 1985). Sua funcionalidade como modelo animal de ansiedade
baseia-se na atividade exploratdria espontdnea e na aversdo natural do animal pelos
bragos abertos. O nimero de entradas e tempo gasto nos bracos abertos sdo usados
como indicadores inversamente relacionados a ansiedade (Pellow et al., 1985; Hogg,
1996): quanto mais intensa a exploracdo dos bracos abertos, menor a ansiedade. Varias
manipulagdes sdo capazes de alterar o comportamento do rato neste teste, observando-
se aumentos seletivos da exploracdo nos bragos abertos ap6s administracdo de
anseoliticos, como clordiazep6xido e diazepan (Pellow et al., 1985). O aparato
constitui-se de dois bragos abertos (50 x 10 cm) e dois bragos fechados (50 x 10 x 40
cm) com um teto aberto, colocados de tal forma que os bracos abertos e fechados ficam
dispostos perpendicularmente, suspensos a uma altura de 50 cm do assoalho da sala. Ao
inicio do experimento, os animais sdo colocados, um por vez, no centro do labirinto,
com a cabeca voltada para um dos bragos fechados e filmados, durante 5 minutos cada
um. Apds a filmagem, os dados foram analisados, sendo registradas variaveis
comportamentais apresentadas pelos animais dos grupos HD e CD, que incluiam a
porcentagem de entradas nos BFs, a porcentagem de entradas nos BAs, o nimero total
de entradas e o tempo gasto nos BAs do aparato. Uma entrada era registrada quando o
animal colocava todas as quatro patas dentro de um dos bragos. E importante ressaltar
que os animais deste estudo foram avaliados quanto a ansiedade apresentada em

condigdes basais, sem aplicacdo de quaisquer patogenos.
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3.4 Campo Aberto:

O teste do Campo aberto (do inglés, Open field), € um modelo animal que consiste em
colocar um animal dentro de uma grande cadmara vazia e desconhecida, geralmente
circular e dividida em quadrantes. Uma vez dentro do campo, a atividade do animal €
registrada, através de linhas dispostas no assoalho da cAmara, contando-se 0 ndmero de
vezes que tais linhas séo cruzadas durante o teste. Tem por finalidade avaliar a atividade
exploratoria e a tendéncia do animal em preferir o centro a periferia do CA e também
contar o nimero de rearings (exploracdo do ambiente pelo animal, que fica sobre as
patas traseiras). Quando o animal apresenta baixa atividade motora e grande preferéncia
pela periferia, diz-se que esses animais apresentam niveis elevados de ansiedade.
Observa-se que uma baixa atividade motora frequentemente indica uma reacéo de medo
do animal. Ratos com medo apresentam um comportamento tigmotaxico, ou seja, eles
procuram ndo se aventurar para longe das paredes da cadmara, além de evitarem ficar
sobre as patas traseiras e explorarem o ambiente ou se limparem. Os ratos apresentam
tal comportamento de medo quando introduzidos num campo aberto desconhecido. Este
comportamento ir4 diminuir a medida que o animal se familiarize com a caixa (Archer,
1973). Os animais dos grupos HD e CD foram colocados, um por vez, no centro da
arena e filmados por 5 minutos, quanto ao nimero de crossings na periferia e no centro,
namero total de crossings, numero de crossings no centro/total de crossings (efeito
antitigmotético) e o numero de rearings. Também neste estudo, os animais dos dois

grupos foram testados em seu estado basal, sem aplicacdo de quaisquer patégenos.

3.5 Teste de Retirada de cauda (Tail Flick test):

O teste de Retirada de Cauda avalia a nocicepgdo térmica manifesta por reflexo de

retirada da cauda, podendo ser realizado em ratos ou camundongos. Ratos pesando entre
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100 e 200 g sé@o colocados no aparelho com os dois tergos inferiores da cauda sobre um
filamento aquecido, e o tempo que os animais levam para retirar a cauda apds a
aplicacdo do estimulo térmico é cronometrado. Foram avaliados os animais do grupo
HD e CD e foram feitas trés medidas-controle em intervalos de 30 minutos. Por meio
dessas medidas se estabeleceu o tempo de “cut-off” (maximo de permanéncia da cauda
sobre o filamento), calculado como sendo de aproximadamente 3 vezes o valor médio
da 2% medida-controle. Adotou-se, porém, um cut-off de 15s, devido a lesGes causadas
na cauda quando exposta a um tempo superior a este. A primeira leitura-controle tem o
objetivo de adaptacdo dos animais ao ensaio. A segunda leitura-controle ¢é utilizada para
exclusdo do ensaio animais que possuem periodo de laténcia superior a 7,9s, sendo
considerada a resposta-controle do tempo zero. Os animais de ambos 0s grupos foram
avaliados quanto a laténcia e a temperatura para o reflexo de retirada da cauda (Kuraishi

et al.,1983).

3.6 Teste da Placa Quente:

O modelo da Palca Quente (PQ) é um dos testes termo-algesimétricos comumente
utilizados para investigacdo de nocicep¢do e analgesia em roedores. Este método foi
originariamente descrito por Woolfe e MacDonald (1944) e sofreu modificacdes para
aumento da reprodutibilidade e adequacdo (Eddy e Leimback,1953; Handwerker,1983;
Hunskaar et al.,1986). A técnica consiste na colocacdo individual do animal em caixa
acrilica transparente, com piso de aluminio de espessura constante (2 mm). Apds
periodo de ambientacdo (+ 1 min), suficiente para que o animal cesse a exploracdo do
ambiente, o fundo de aluminio da caixa é aquecido a temperatura de 50°C. Neste
momento, é disparado um cronémetro digital para contagem do tempo de laténcia (em
décimos de segundos). Decorridos alguns segundos, o estimulo térmico torna-se

aversivo e 0s animais reagem com um padrdo consistente de comportamento. A
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observacao destas respostas determina o final do teste. Parte da confiabilidade deste
teste reside no fato de que estes comportamentos raramente sdo manifestados pelo
animal na auséncia do estimulo térmico (Eddy et al., 1950). O limiar nociceptivo foi
avaliado pelo tempo de permanéncia na PQ até o aparecimento de uma das seguintes
respostas caracteristicas do animal: troca de apoio dos pés como um “sapateio”, o
animal "agita" ou lambe a pata injetada. O limiar nociceptivo (valor basal) é
considerado como 1° episodio de resposta ao calor e é obtido antes de qualquer
procedimento ou da injecdo de Cg. Lavich e cols. (2005) descreveram em seu estudo
que doses baixas de agentes nociceptivos como a Cg sdo capazes de reduzir o tempo
para a retirada da pata, permitindo avaliacdo reprodutivel da hiperalgesia inflamatoria.
Também foram obtidos os valores na 12 e 3% horas ap6s injecédo I.PIl. de Cg ou veiculo,
tanto nos animais com obesidade induzida quanto nos animais ndo obesos. Redugdes no
tempo de permanéncia basal, observadas nos diferentes tempos apds a injecdo de Cg
foram tomadas como indicativo do desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria. A
medida da hipernocicepcdo pode ser definida como a reducdo no tempo de laténcia para
0 aparecimento de uma resposta motora ap0s a exposicdo da regido inflamada ao
estimulo térmico. AlteracBes no perfil temporal destas reducbes foram interpretadas
como um efeito pré ou antinociceptivo (reducdo ou aumento do tempo de permanéncia,
respectivamente). O tempo de 180 minutos foi escolhido por ser suficiente para a
inducdo de respostas proximas a resposta méxima, conforme dados obtidos em

experimentos anteriores (Savernini, 2006).

3.7 Teste de Nocicepcdo mecanica de Von Frey eletrénico:

Avalia a sensibilidade cutanea ao estimulo mecanico, usando-se uma série de filamentos
calibrados de diferentes didmetros e capazes de fornecer pressdes variadas, sendo que o

de maior diametro e resisténcia promove maior pressdo sobre a superficie cutanea
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aplicada (Asfaha et al.,2002). No método eletrdnico, um transdutor de pressao acoplado
a uma ponteira de calibre fixo possibilita o registro da forca necessaria para a resposta
comportamental (Vivancos et al.,2004). No teste, cada rato é alocado individualmente
em uma camara acrilica com fundo composto de uma grade metalica onde foram
habituados por 15 minutos antes do teste. A ponta do transdutor € pressionada de
encontro a regido subplantar da pata posterior do animal, de modo que a pressdo
exercida seja lentamente aumentada e se registre a forca necessaria para a reacdo de
retirada ou flinching do membro estimulado. Foi empregada carragenina (100 mg)
dissolvida em salina estéril (10ml) na dose de 50 pl na regido subplantar da pata direita,
para inducdo de hipernocicepcdo mecanica. O calculo da intensidade de
hipernocicepcao (variacdo limiar nociceptivo) € obtido pela diferenca entre o valor da
hora basal, sem aplicacdo de qualquer substancia e os valores na 12 e 3% horas ap06s
aplicacdo I. Pl. Cg ou salina. As medidas foram realizadas pelo mesmo examinador,

aumentando a confiabilidade da avaliag&o.

3.8 Método de avaliacdo do edema inflamatorio através da Pletismometria:

A injecdo intraplantar de Cg na pata de ratos ou camundongos induz aumento
progressivo de volume da pata injetada. Este edema é proporcional a intensidade da
resposta inflamatdria. A resposta inflamatéria induzida pela Cg atinge um pico em torno
da 5% hora pés-injecdo e € modulado por inibidores especificos da cascata inflamatoria,
entre 0s quais as drogas anti-inflamatorias ndo esteroidais (DAINEs), como a
indometacina (Morris, 2003). A fim de se verificar o aumento do volume da pata
provocado pela injecdo de Cg, nos grupos HD e CD foi usado um Hidropletismémetro,
aparelho que consiste de duas camaras transparentes, ligadas em um sistema de vasos
comunicantes. A pata do animal é submersa até a articulacdo tibio-tarsica, em uma

cubeta (primeira camara) preenchida com uma solucdo salina contendo Extran 1% para
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reduzir a tenséo superficial. O deslocamento de volume causado pela imersdo da pata é
registrado por eletrodos de fluxo idnico localizados em um compartimento anexo e
comunicante com a cubeta (segunda camara). Este registro é convertido para volume
(unidade=0,1ml) e lido no monitor digital do aparelho. O céalculo do edema de pata é
obtido pela diferenca entre o volume da hora basal, sem Cg e o volume da pata
inflamada 1, 2, 3 e 4 h apo6s aplicacédo I. Pl. de Cg. As medidas foram realizadas pelo

mesmo examinador, aumentando a confiabilidade da avaliacéo.

3.9 Dosagem glicemia de jejum, triglicerideos e proteinas no plasma:

Os animais de ambos os grupos foram decapitados e tiveram seu sangue colhido em
tubetes com anticoagulante heparina (50 a 100ul), centrifugados a 3000 rpm por 15
minutos e congelados (-20°C), at¢é o momento das andlises. A glicemia e o0s
triglicerideos foram dosados pelo método enzimatico-colorimétrico e a proteina sérica

pelo método colorimétrico.

3.10 Exciséo e pesagem tecido adiposo branco:

Apo0s a decapitacdo e coleta sanguinea, as gorduras perigonadal e retroperitoneal dos
animais dos grupos HD e CD foram excisadas, lavadas em solucdo salina (0.9%) e

imediatamente pesadas, para caracterizacdo da obesidade experimental.

3.11 Drogas utilizadas:

Foram usadas Carragenina (100 mg) dissolvida em salina estéril apirogénica (10ml), na
dose de 50 pl na regido subplantar da pata direita e solucéo salina estéril como veiculo,

nos animais controle, também na dose de 50 pl, na regido subplantar.



37

4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram apresentados como média e erro padrdo da média e
analisados considerando-se, dentro de cada protocolo, sempre a coerente relacdo entre
0S grupos experimentais e seus respectivos controles. Os dados foram confrontados
através dos testes estatisticos indicados para cada protocolo, como a Analise de
Variancia (ANOVA) seguida de pds-teste de Tukey para 3 ou mais médias e o teste de t-
Student ou Mann-Whitney para 2 meédias, quando indicado. Sempre que necessario, foi
adotada ferramenta estatistica adequada ao processo de analise. Foram considerados

estatisticamente diferentes grupos analisados em que p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Valores nutricionais da dieta hipercaldrica e da dieta padréo

A quantidade de calorias (Kcal/100g) e a composi¢do centesimal, tanto da racéo
comercial NUVITAL (NUVILAB-CR,PR, BRASIL), quanto da racdo hipercalorica é
mostrada abaixo, no Quadro 1. A ragdo hipercaldrica preparada foi efetiva em induzir
obesidade em 37 dos 40 animais submetidos a ela, ou seja, 92.5% dos animais que
tiveram inducdo de obesidade conseguiram um ganho de peso até 20% superior aos

animais que nao tiveram obesidade induzida.

Valores nutricionais CD HD
Calorias (Kcal/100g) 332 350,86
Carboidratos 57.5% 62.03%
Proteinas 22% 16.93%
Lipideos 4% 3.86%
Agua 12% 11.23%
Matéria mineral 10% 5.74%

Quadro 1 — Quantidade de calorias (Kcal/100g) e composi¢do centesimal da dieta
padrdo (CD) e da dieta hipercaldérica (HD), administrada a partir da quarta

semana de vida, por 16 semanas.

5.2 Peso corporal e ingestdo

O ganho de peso corporal foi maior no grupo que recebeu dieta hipercalérica,

em relacdo a dieta padrdo, sendo esta diferenca significantemente maior a partir da 82
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semana de vida, intensificando-se nas semanas seguintes, como mostrado na figura 1.
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Figura 1 — Ganho de peso corporal em gramas, nos grupos CD (n=10) e HD (n=10),
iniciando-se na 42 até a 20? semana de vida. (*) Representa diferenca estatistica
quando comparado ao valor correspondente do grupo controle *p<0.05

**p<0.01***p<0.001 Unpaired t-test

A ingestdo alimentar dos animais foi avaliada por um periodo de 24 h,
quinzenalmente, durante as 20 semanas de vida, a partir da 4% semana. A ingestdo da
racdo hipercaldrica foi maior do que a racdo padrdo, a partir da 8 semana, tornando-se
ainda maior da décima a décima oitava semanas de vida, decaindo na vigésima semana,

como mostra a Figura 2.
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Figura 2 — Ingestdo alimentar em gramas no grupo HD (n=10) comparada ao

grupo CD (n=10). Dados da ingestdo foram avaliados por 24 hs, quinzenalmente,

iniciando-se na 42 até a 20® semana de vida. (*) Representa diferenca estatistica

guando comparado ao valor correspondente do grupo controle *p<0.05 ***p<0.001

Unpaired t-test

5.3 indice de Lee e parametros metabdlicos

Os parametros metabdlicos analisados, como glicemia de jejum (mg/dL),

triglicerideos (mg/dL) e proteinas plasmaticas (g/dL), juntamente com o Indice de Lee

sé&o mostrados no Quadro 2. Todos os parametros foram significantemente diferentes no

grupo HD em comparacao ao grupo CD, exceto a dosagem de proteina plasmatica, que

foi semelhante entre os grupos.

grupo controle

grupo hipercaldrico

indice Lee 3.230 + 0.0307 3.377 £ 0.0361***
Glicose (mg/dL) 101.00 +3.41 132.00 + 10.80**
Triglicerideos (mg/dL) 75.15 +8.49 180.60 £ 25.36**
Proteina (g/dL) 6.56+0.17 6.26 £ 0.25
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Quadro 2 — Parametros metabdlicos, representados pelo indice de Lee, glicose,
triglicerideos e proteinas, nos grupos CD e HD, analisados ap6s 16 semanas de
dieta. (*) Representa diferenca estatistica quando comparado ao valor

correspondente do grupo controle **p<0.01 ***p<0.001 Unpaired t-test

Na figura 3, é mostrada a diferenca no Indice de Lee, entre o grupo CD (n=10) e

0 grupo HD (n=10), ap06s 16 semanas de dieta.

CD
3.51 HD
**k*%
. _
()
-
[}
©
]
ks
©
£
3.0

Figura 3 — Indice de Lee, ap6s 16 semanas de dieta, nos animais dos grupos HD e
CD. (*) Representa diferenga estatistica quando comparado ao valor

correspondente do grupo controle ***p<0.001 Unpaired t-test

5.4 Peso das gorduras perigonadal e retroperitoneal

Com 20 semanas de idade, os animais de ambos os grupos foram decapitados e o
TAB, representados pela gordura perigonadal e retroperitoneal, foram excisados,
lavados em solucgéo salina a 0.9% e pesados. Conforme Figura 4, 0s ratos que tiveram
obesidade induzida (n=7) apresentaram maior peso, tanto da gordura perigonadal quanto

retroperitoneal, em relacdo ao grupo sem inducgéo de obesidade (n=8).



42

1 CD (n=8)
15+ HD (n=7)
Kk

@ 104 § *§
o
)
o)
o

Figura 4 — Peso em gramas do tecido adiposo branco, nos grupos HD e CD, apds 16
semanas de dieta. (*) Representa diferenca estatistica quando comparado ao valor

correspondente do grupo controle ***p<0.001 Unpaired t-test

5.5 Teste Labirinto em Cruz Elevado

O teste LCE ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre os
grupos. Os animais foram avaliados quanto ao % de entradas nos BFs (Fig 5a), % de
entradas nos BAs (Fig 5b), nimero total de entradas nos bracos fechados e abertos (Fig

5¢) e tempo de permanéncia nos bragos abertos do aparato (Fig 5d).
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Figura 5a — Porcentagem de entrada nos BFs do LCE nos grupos HD e CD (n=6

cada). Mann Whitney test
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Figura 5b — Porcentagem de entrada nos BAs do LCE nos grupos HD e CD (n=6

cada). Mann Whitney test
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Figura 5¢c — NUmero total de entrada nos BFs e BAs do LCE nos grupos HD e CD

(n=6 cada). Mann Whitney test
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Figura 5d — Tempo nos BAs do LCE nos grupos HD e CD (n=6 cada). Mann

Whitney test

5.6 — Teste do Campo Aberto

O teste CA foi realizado nos grupos HD e CD (n=6 cada). Os animais foram
analisados quanto ao numero de crossings na periferia (Fig 6a), crossings no centro (Fig
6b) e 0 numero total de crossings no aparato (Fig 6¢). Foi também analisado o efeito
antitigmotatico (crossings no centro/total de crossings) (Fig 6d) e o nimero total de

rearings (Fig 6e).
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Figura 6a — Numero de crossings na periferia do CA dos animais dos grupos HD e
CD. Mann Whitney test
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Figura 6b — NUumero de crossings no centro do CA dos animais do grupo HD e CD
Mann Whitney test
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Figura 6¢ — Numero total de crossings no centro e periferia do CA dos animais dos

grupos HD e CD. Mann Whitney test
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Figura 6d — Efeito antitigmotatico no CA dos animais do grupo HD e CD. Mann

Whitney test
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Figura 6e — Numero total de rearings no CA dos animais dos grupos HD e CD.

Mann Whitney test
5.7 Teste Retirada de cauda

O teste de Retirada de cauda ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos, tanto em laténcia (Figura 7a) quanto em limiar térmico

(Figura 7b) para retirada da cauda do filamento aquecido do aparato.
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Figura 7a— Laténcia em segundos para retirada de cauda nos grupos HD e CD,

apos 16 semanas de dieta. Unpaired t-test
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Figura 7b — Limiar témico em C° para retirada de cauda nos grupos HD e CD,

apos 16 semanas de dieta. Unpaired t-test

5.8 Teste Placa quente

A nocicepcdo basal e a hiperalgesia térmica, 1h e 3hs apds aplicacdo I.PI. de
salina ou Cg, foram avaliadas pelo método da PQ, em ambos os grupos. Conforme pode
ser visto na Figura 8, tanto o grupo HD quanto o grupo CD apresentaram laténcia para
retirada semelhante na avaliacdo da nocicepcdo basal. Na avaliacdo da hiperalgesia
térmica, o grupo com obesidade induzida por dieta mostrou menor periodo de laténcia,
em segundos, para rea¢ao ao aquecimento da placa que o grupo com dieta padrdo, na 12
hora p6s-Cg (9.902+0.6921 e 12.69+0.6596, respectivamente), enquanto que na 3? hora
p6s-Cg, a laténcia para reacdo foi ainda menor no grupo HD quando comparado ao

grupo CD (8.317+0.5436 e 11.70+0.8769, respectivamente).
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Fig 8 — Avaliacédo da nocicepc¢ao basal (hora zero) e da hiperalgesia térmica, 1h e
3hs apos aplicacéo I.PI. de salina ou carragenina, nos grupos HD e CD (n=6 cada).
(*) Representa diferenca estatistica quando comparado ao valor correspondente do

grupo controle *p<0.05 **p<0.01 Unpaired t-test
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5.9 Teste Von Frey

O teste Von frey foi realizado para avaliacdo da hipernocicep¢do mecanica, em
ambos 0s grupos, avaliados na hora basal (zero hora), sem aplicacdo de Cg e apés 1 e 3
horas da aplicacdo I.Pl. de Cg ou salina, na pata posterior direita, para inducdo da
hipernocicepcao e inflamacdo. O célculo da intensidade de hipernocicepgéo (variacao
limiar nociceptivo) € obtido pela diferenca entre o valor da hora basal, sem Cg e 0s
valores na 12 e 3% horas apos aplicacédo I. Pl. Cg. ou salina. Os quatro grupos avaliados
foram: grupos CD e HD com salina e grupos HD e CD com Cg. A figura 9a mostra as
diferencas na intensidade de hipernocicepcdo entre os grupos, sendo que na 12 e 32
horas, o grupo HD com Cg mostrou maior intensidade de hipernocicep¢do, em relacdo
ao grupo CD com carragenina. As figuras 9b e 9c mostram a intensidade de
hipernocicepcdo, medida pelo aparato, separadamente na 12 e 3% hs, respectivamente,

apos aplicacdo Cg I.PI. ou salina, na pata posterior direita dos animais.
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Figura 9a — Avaliagdo mecénica da intensidade de hipernocicepcdo (A limiar

retirada, em gramas) nos animais dos grupos HD e CD apés 1 e 3 hs da aplicacao
I.PI de Cg ou salina. (*) Representa diferenca estatistica quando comparado ao

valor correspondente do grupo controle *p<0.05 ***p<0.001 Mann Whitney test
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Figura 9b — Avaliacdo mecanica da intensidade de hipernocicepcdo 1 h apos
aplicacéo I.Pl. de Cg ou salina, nos animais dos grupos HD e CD. (*) Representa
diferenca estatistica quando comparado ao valor correspondente do grupo
controle.

*p <0.05 comparado ao grupo salina

#p <0.05 comparado ao grupo CD Mann-Whitney test
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Figura 9c — Avaliacdo mecéanica da intensidade de hipernocicepc¢do 3 hs apos
aplicacéo I.Pl. de Cg ou salina, nos animais dos grupos HD e CD. (*) Representa
diferenca estatistica quando comparado ao valor correspondente do grupo
controle.

*p <0.05 comparado ao grupo salina

#p <0.05 comparado ao grupo CD

Mann-Whitney test
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5.10 Teste do Edema de Pata

O teste do Edema de Pata, medido através de um Pletismémetro, avaliou a
magnitude do edema induzido pela aplicacdo I.Pl. de Cg, na pata posterior direita do
grupo com dieta hipercalorica (HD) e no grupo com dieta padrdo (CD), através do
deslocamento de volume da pata submersa. Foram medidos os volumes deslocados na
hora basal (zero hora) e nas 12, 22, 3% e 42 horas apds Cg. O célculo do edema de pata foi
obtido pela diferenca entre o volume da hora basal, sem carragenina e o volume da pata
inflamada 1, ,3 e 4 hs ap06s aplicacdo I. Pl. de Cg. O grupo HD mostrou a partir da 12
hora maior magnitude de edema inflamatorio comparado ao grupo CD, com esta
diferenca acentuando-se a partir da 2% e 3% horas e tornando-se ainda maior na 42 hora,

como pode ser visto na Figura 10a.
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Figura 10a — Variacdo do volume da pata 1, 2, 3 e 4 horas apoés aplicacéo 1. Pl. de
Cg nos animais dos grupos HD e CD. (*) Representa diferenga estatistica quando
comparado ao valor correspondente do grupo controle. *p<0.05 **p<0.01

***n<0.001 Unpaired t-test



51

6 DISCUSSAO

A dieta hipercal6rica utilizada neste experimento foi efetiva em promover a
obesidade em ratos. Esta concluséo baseia-se na maior ingestdo e ganho de peso
corporal em animais com dieta hipercal6rica comparado aos animais com dieta padrao.
A maior ingestdo e o consequente ganho de peso foram provavelmente decorrentes da
maior palatabilidade e da quantidade de calorias da dieta preparada comparada a dieta
padrdo. Estas diferencas foram também comprovadas pela avaliagio do indice de Lee,
0 qual se apresentou maior no grupo HD. O ganho de peso induzido por dieta esta de
acordo com alguns estudos que utilizaram dietas hipercaléricas (Relling et al., 2006;
Woods et al., 2003) e de cafeteria (Esteve et al., 1994; Sclafani & Springer, 1976).
Além disso, os pardmetros metabolicos avaliados, como glicemia e triglicerideos,
mostraram-se maiores no grupo HD comparados ao grupo CD, resultados compativeis
com outros autores, onde os niveis de acidos graxos livres e triglicerideos no plasma de
animais obesos foram significantemente maiores (124% e 424%, respectivamente)
(Lima et al.,2008). O aumento do peso corporal estd associado & co-morbidades
conhecidas, como desequilibrios na tolerancia a glicose e resisténcia a insulina, na qual
maiores concentragdes de insulina sdo requeridas para manter a normoglicemia (Eckel
et al., 2005; Wang et al., 2004). O ganho de peso corporal em razdo da dieta
hipercalorica est4 associado a véarias co-morbidades, levando a um aumento da presséo
arterial sist6lica devido a fatores como ativacéo do sistema nervoso autbnomo simpatico
(Barnes et al.,2003; Pausova,2006), maior atividade do sistema renina-angiotensina
(Okere et al.,2006; Boustany-Kari et al.,2006; Fitzgerald et al.,2001), stress oxidativo
(Pausova,2006), aumento dos &cidos graxos livres (Tripathy et al.,2003), insulina

(Defronzo et al.,1975) e leptina (Ren,2004), todos sendo observados na obesidade.
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Em razdo das alteracbes metabolicas advindas do ganho de peso corporal, as
quais poderiam levar a alteracGes nos niveis plasmaticos de diversas substancias bio-
ativas, decidiu-se avaliar o nivel de ansiedade nos animais do grupo HD comparando-os
aos animais do grupo CD. Para isto, utilizou-se o teste de Labirinto em Cruz Elevado,
sem aplicacdo de qualquer patdgeno, nos grupos HD e CD, com o proposito de se
avaliar a ansiedade nestes animais. Pelos resultados obtidos, ndo observamos quaisquer
diferencas basais entre o grupo HD e o grupo CD, ou seja, a obesidade induzida pela
dieta hipercalorica ndo produziu nestes animais alteracbes de comportamento
significativas em relacdo aos animais com dieta padrdo. Nossos resultados
apresentaram-se diferentes de outros autores, em que ratos DIO (obesidade induzida por
dieta) Fischer 344 mostraram maiores niveis de ansiedade e comportamento agressivo,
devido aos niveis basais de corticosterona mais elevados que 0s animais magros em
testes comportamentais (Buchenauer et al.,2009).

No teste de CA, realizado apds o teste do LCE, os animais dos grupos HD e CD
ndo apresentaram diferencas significativas entre eles, apresentando-se em condicdes
semelhantes quanto a atividade exploratoria e & capacidade motora. E importante
lembrar que os animais testados ndo sofreram aplicacdo de quaisquer patdgenos, sendo
nosso objetivo a avaliacdo do comportamento dos animais em estado saudavel, para que
se verificassem as possiveis diferengas motoras entre 0s grupos. Embora ndo tenham
sido encontradas diferencas basais importantes entre 0os grupos quanto a atividade
motora exploratoria, os animais obesos que sofrem inducdo de inflamacdo pela
administracdo intraperitoneal de LPS poderiam apresentar comportamentos
diferenciados dos animais controle, pois evidéncias recentes sugerem que a inflamagéo
pode ser uma causa comum de muitas condigdes associadas a obesidade. A obesidade

seria capaz de induzir mudancas na resposta inflamatoria, levando os ratos machos com
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obesidade induzida por dieta a exibirem febre maior e mais prolongada em resposta ao
LPS (100ug/Kg), administrado intraperitoneal, em relacdo aos animais sem inducdo de
obesidade (Pohl et al., 2009).

Embora a obesidade possa causar alteracdes na resposta inflamatéria e no limiar
nociceptivo, o mecanismo pelo qual isto ocorre ndo é bem conhecido. Mudancas
enddcrinas causadas pela obesidade podem ser responsaveis pelo aumento ou
diminuicdo no limiar de dor. Ratos Zucker obesos (fa/fa) e magros (Fa/Fa) tém
respostas diferenciadas a atuacdo de citocinas como a IL-1p e a IL-6, o que pode ser
causado por mecanismos diferenciados de absorcdo e degradacdo destas substancias
entre 0s animais obesos e ndo obesos (Plata-Salaman et al.,1998).

Em nossos resultados, observamos que no teste de Placa Quente, na avaliacdo da
nocicep¢do basal, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
Alguns autores observaram uma diminuicdo no limiar de dor na PQ em animais com
inducdo de obesidade por dieta, na avaliacdo da nocicepcdo basal, diferentemente de
nossos resultados (Buchenauer et al.,2009). Outros autores também relatam que o
consumo de dietas altamente palataveis aumenta a ingestdo caldrica e atenua a resposta
de roedores a dor aguda e que, a infusdo intra-oral de sacarose dobrou a laténcia de
retirada ao calor (Blass et al., 1987). A resposta a dor, examinada em um modelo de
obesidade induzida por dieta palatdvel, com alto conteldo de gorduras insaturadas,
mostrou serem 0s obesos menos sensiveis ao estimulo doloroso, consistente com um
aumento de opioides enddgenos na obesidade (Ramzan et al.,1993).

S@o também conhecidos que fatores como espessura da pele e densidade de
inervacdo podem afetar a sensibilidade a dor (Shir et al., 2001), o que pode explicar o

menor limiar de dor encontrado por estes autores em animais obesos, os quais teriam
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maior protecdo pelo isolamento térmico, advindo da maior quantidade de tecido adiposo
na pata destes animais.

Na avaliacdo da hiperalgesia térmica, o grupo HD apresentou menor laténcia em
segundos para reacdo que o grupo CD apds aplicacdo intraplantar de Carragenina,
quando comparado ao grupo CD com Cg, sendo que na 12 hora a laténcia para rea¢do no
grupo HD foi significantemente menor (p<0.05) e na 3% hora o periodo de laténcia foi
ainda menor (p<0.01). Estes resultados validam a hipdtese de que o estado inflamatdrio
crbnico caracteristico da obesidade pode levar a uma resposta nociceptiva e inflamatoria
mais exacerbada, apos a aplicacdo local de Cg, em decorréncia das diversas mudancas
enddcrinas e metabdlicas em animais com inducdo de obesidade. Ha alteracdes nos
niveis circulantes de citocinas pré-inflamatorias e hormoénios enddcrinos, os quais
estariam atuando de maneira diferenciada na obesidade e perda de peso (Broberger,
2002; Cowley et al., 2003). Além da atuacdo das citocinas, hormonios endocrinos
relacionados a obesidade, como a leptina e a grelina, tém importantes funcdes na
regulacao do equilibrio energético e de ingestdo alimentar (Guneli et al., 2010).

Por outro lado, nossos resultados no teste de RC ndo mostraram diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos, tanto em laténcia (seg) quanto em limiar
térmico (C°). Outros autores encontraram que ratos obesos apresentaram laténcia
significantemente maior para retirada da cauda quando comparados aos animais
controle e que esta menor sensibilidade ao estimulo térmico poderia estar relacionada a
liberacdo de opiodides endogenos na obesidade (Ramzan et al.,1993). Também em ratos
espontaneamente hipertensos (SHRs) e ratos Wistar-Kyoto (WKY's), durante a ingestéo
de dietas palataveis, houve aumento da laténcia para retirada da cauda. Aqui tambem foi
sugerido que este tipo de dieta aumentaria os niveis de opidides em ambos SHRs e

WKYs (Zhang et al., 1994). Divergéncias nas respostas ao estimulo térmico de retirada
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de cauda podem ocorrer, uma vez que este reflexo ndo € puramente espinhal,
envolvendo estruturas neurais em centros superiores e 0S mecanismos envolvidos nesta
resposta ndo sao ainda bem compreendidos (Le Bars et al., 2004).

Quanto a sensibilidade a estimulagdo mecénica no teste Von Frey eletrénico,
observamos que o grupo HD apresentou maior intensidade de hipernocicep¢do que o
grupo CD, apés injecdo intraplantar de carragenina. A maior sensibilidade ao estimulo
mecanico em animais com inducdo de obesidade comparados aos animais com dieta
padrdo, apoOs aplicacdo de Cg, poderia ser decorrente das alteracbes nos niveis
circulantes de citocinas pro-inflamatdrias e outras substancias bio-ativas, além da
ativacdo simpatica e dos sistemas serotoninérgico e dopaminérgico envolvidos na
ativacdo da resposta nociceptiva. Foi demonstrado em um modelo de hiperalgesia
mecanica que a Cg induziu uma resposta derivada da liberacdo combinada de produtos
da cicloxigenase e aminas simpaticomiméticas (Nakamura & Ferreira,1987). Também
observamos que na avaliacdo do Edema de Pata apds Cg, o grupo que recebeu ragédo
hipercalérica mostrou maior magnitude de edema e inflamacdo, comparado ao grupo
sem inducdo de obesidade. Este quadro inflamatério mais agudo nos animais obesos
acompanha evidentemente o quadro de hipernocicepcdo mecanica mais exacerbada
nestes animais.

As respostas nociceptivas e inflamatdrias mais intensas e a maior hiperalgesia
térmica, ap6s a aplicacdo de Cg, em animais que tiveram obesidade induzida
comparadas aos animais sem inducdo de obesidade, reforcam a hipdtese de que as
alterac6es imunologicas e enddcrinas provavelmente sdo diferenciadas nos animais que
ganharam peso em decorréncia do consumo de dieta hipercalorica, comparados aos
animais ndo obesos, alimentados com dieta padréo, em razdo da presenca de fatores

liberados pelo tecido adiposo, envolvidos nestas respostas. A inibi¢do da producdo e da
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acao central e periférica de neurotransmissores e neuromoduladores parece constituir-se

em alvo importante para o controle da dor inflamatdéria em humanos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Podemos concluir que, as possiveis diferencas endocrinas e metabdlicas
ocasionadas pela obesidade induzida por dieta, levou os animais do grupo HD a
sofrerem alteracdes nos perfis nociceptivo e inflamatdrio, tornando-o0s mais responsivos
aos efeitos de agentes algogénicos, como a carragenina, nos testes de avaliacdo da
nocicepc¢do aguda e edema inflamatorio.

S&o ainda necessarias novas investigacbes que comprovem a relacdo entre o
estado inflamatorio crénico, proveniente da sobrecarga de tecido adiposo pelo consumo
de dieta hipercalorica e as possiveis alteracdes nos quadros nociceptivo e inflamatério

nestes animais e em humanos.
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