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Efeito da associacao entre obesidade neuroendocrina
e exocrina experimental sobre a pressao arterial de

cauda e o metabolismo de glicose de ratos Wistar
Effects of the association of experimental neuroendocrine and exocrine
obesity on tail blood pressure and glucose metabolism in Wistar rats

Resumo

Objetivo: Estudar dois modelos de obe-
sidade, exdcrina e enddcrina, e sua asso-
ciagdo sobre a pressdo arterial de cauda
(PAC), o peso corporal (PC), o metabolis-
mo glicidico (ISI) e gordura epididimal re-
lativa (GER). Métodos: Foram estudados
ratos machos da cepa Wistar. O grupo
MSG recebeu glutamato monossddico no
periodo neonatal. Aos 3 meses de idade
parte desses animais passou a receber die-
ta cafeteria (CAF). Os animais receberam
controle salina no periodo neonatal. Du-
rante 12 semanas foram pesados (PC) e
tiveram a pressdo arterial de cauda (PAC)
aferida. O Teste de Tolerancia Oral a Gli-
cose foi realizado e o Indice de Sensibi-
lidade a Insulina (ISI), calculado. O peso
ventricular relativo (PVR) e a gordura
epididimal relativa (GER) também foram
calculados. Resultados: Nao se verificou
alteracdes no PC e na PAC. A obesidade
induzida pela administracio de MSG e
CAF, isoladamente, promoveu aumento
da resisténcia a insulina (WST = 23,25 =
9,31; CAF = 15,92 + 9,10%; MSG = 13,41
+ 3,84* mg-1mU-1, p < 0,05 vs WST) e
da gordura visceral (WST = 6,20 = 0,57;
CAF = 8,27 +1,53%; MSG = 8,23 + 1,98~
g/100 g, *p < 0,05), quando esses animais
foram comparados com os controles. A
associagao de ambos os modelos de obe-
sidade produziu um efeito sinérgico so-
bre a resisténcia a insulina (MSG+CAF =
9,34 = 5,77 mg-1mU-1, p<0,05 vs MSG ¢
CAF) e sobre o contetdo de gordura vis-
ceral (MSG+CAF = 11,12 = 3,85 g/100g,
p < 0,05 vs MSG e CAF). Conclusio: A
associacao de dois modelos de obesidade
agrava a resisténcia a insulina e esse fato
pode ser atribuido pelo menos em parte
ao aumento da GER.

ABsTRACT

Objective: To study two different mod-
els of obesity, exocrine and endocrine,
and its association on tail arterial pres-
sure (TAP), body weight (BW), glucose
metabolism and visceral fat content.
Methods: Male Wistar rats were stud-
ied. The MSG group was composed by
rats that received of MSG in neonatal
period. At the 3rd month of life, part
of these animals received cafeteria diet.
Animals received saline control in the
neonatal period. In the 12 weeks of
study, body weight and blood pressure
were measured twice a week. In the end
of this period on, Oral Glucose Toler-
ance Test (OGTT) was performed and
the Insulin Sensitivity Index (ISI) was
calculated, also the left Relative Ven-
tricular Weight (RLW) and Relative
Epididimal Fat Weight (REFW) were
obtained. Results: No changes on BW
and TAP were verified. The obesity
induced by MSG and CAF, individu-
ally, let to increases on insulin resist-
ance (WST = 23,25 = 9,31; CAF =
15,92 = 9,10%; MSG = 13,41 = 3,84%
mg-1mU-1, p < 0,05 vs WST) and
relative epididimal fat content (WST
= 6,20 = 0,57; CAF = 8,27 = 1,53%;
MSG = 8,23 + 1,98* g/100 g, *p <
0,05) when these rats were compared
to control rats. An enhanced effect
upon these parameters was observed
with the association of both obesity
models (MSG+CAF = 9,34 = 5,77 mg-
1mU-1, p < 0,05 vs MSG and CAF) and
visceral fat content (MSG+CAF = 11,12
+ 3,85 g/100g, p < 0,05 vs MSG and
CAF). Conclusion: The association of
these two experimental models of obes-
ity aggravates insulin resistance that

195



196

Efeito da associacao entre obesidade sobre a presséo arterial de cauda e o metabolismo de glicose em ratos Wistar

Palavras-chave: obesidade; pressdo arterial; resis-
téncia a insulina; sindrome X metabdlica; ratos
Wistar.
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InTRODUCAO

A obesidade é um dos principais problemas de satde
publica nos paises desenvolvidos e em desenvolvimen-
to, independente de condi¢des econdmicas e sociais.
Evidéncias sugerem que a prevaléncia do sobrepeso e
da obesidade tem aumentado em taxas alarmantes.’

Em seres humanos e animais experimentais, a obe-
sidade é consequéncia do desequilibrio no balango en-
tre a energia ingerida e a gasta para a manutengdo de
processos vitais. Assim, a obesidade pode ser desenca-
deada quando ha um excesso do aporte calorico, sem
um aumento correspondente no gasto de energia, ou
quando, mesmo com ingestio normal, ocorrem dis-
tirbios metabdlicos na utilizacdo de substratos.?

A elevada incidéncia de obesidade e sua associa¢io
com fatores de risco como o diabetes mellitus, a disli-
pidemia e a hipertensdo arterial determinam aumento
da mortalidade por doengas cardiovasculares.?

A coexisténcia de hipertensdo arterial e obesida-
de, embora confira o aumento no risco de doenca
cardiovascular, frequentemente esta associada a dis-
lipidemia e a intolerdncia a glicose, tornando ainda
mais frequentes as possibilidades de angina do peito,
infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca, acidente
vascular cerebral (AVC) e morte subita.*

Sabe-se também que a obesidade humana é uma
doenca multifatorial e o controle de cada uma das
varidveis envolvidas na etiologia dessa doenca fica
impossivel. Restam, entretanto, os modelos experi-
mentais que permitem, de forma controlada, estudar
cada uma das varidveis envolvidas na fisiopatologia
da obesidade.

Entre os modelos de obesidade experimental po-
dem ser incluidos aqueles modelos induzidos que mi-
metizam a dieta ocidental com grande aporte calérico
(chamada de cafeteria) ou por administragio neonatal
de glutamato monossddico (MSG), um aminodcido
neuroexcitatorio que destroi neurdnios do nicleo ar-
queado do hipotalamo.’ Qutros modelos experimen-
tais, nos quais a obesidade pode ser estudada em ratos

] Bras Nefrol 2010;32(2):195-200

probably is due at least in part to the increase of
visceral fat content.

Keywords: obesity; blood pressure; insulin resist-
ance; metabolic syndrome X; Wistar rats.

e camundongos obesos, sio os modelos genéticos que
se baseiam na diminuida a¢do da leptina.

Nesses modelos induzidos, ji foram verificados
aumento do peso corporal e aumento da resisténcia
a insulina. No entanto, ainda sdo controversos os es-
tudos que verificam nesses modelos experimentais a
alteragdo da pressdo arterial. Sabe-se que a resisténcia
a insulina e a hiperinsulinemia sdo fatores capazes de
determinar aumento da pressao arterial.®

Para estudarmos o efeito desses dois modelos de
obesidade sobre a pressdo arterial, propusemo-nos
a estudar ratos que receberam glutamato monossé-
dico no periodo neonatal e dieta cafeteria por 12
semanas, e avaliar a pressao arterial de cauda, o pe-
so corporal e o metabolismo glicidico, bem como o
conteudo da gordura visceral. Este estudo também
teve como objetivo avaliar o efeito que a associagao
dos dois modelos de obesidade tem sobre os parame-
tros estudados.

Metopos

Para o presente estudo, foram utilizados ratos machos
da cepa Wistar, mantidos em gaiolas no Biotério da
Disciplina de Nefrologia da Universidade Federal de
Sao Paulo, com, no maximo, cinco animais. O proto-
colo desse estudo foi revisado e aprovado pelo Comité
de Etica da Universidade Federal de Sio Paulo — Escola
Paulista de Medicina (protocolo n° 0310/07).

No dia seguinte ao nascimento, os animais foram
separados de modo que parte deles passou a receber
por via subcutanea, injecoes diarias de 2 mg/Kg/dia
de MSG até o 11° dia de vida. Os demais animais re-
ceberam o mesmo volume de salina. Quando comple-
taram 3 meses de vida, parte dos animais que recebeu
as injegOes neonatais de MSG teve substituida a racao
padrio pela dieta cafeteria (MSG+CAFE n = 10). Os
demais animais MSG continuaram a receber a dieta
padrdo (MSG, n = 9). Parte dos animais que recebeu
salina no periodo neonatal também recebeu dieta
cafeteria (CAE, n = 14) ou permaneceu recebendo a
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dieta padrio (WST, n = 8). A dieta cafeteria é com-
posta por racdo padrio (37,5%), bolacha de maisena
(12,5%) amendoim torrado (25%) e chocolate granu-
lado (25%). Todos os grupos foram seguidos por 12
semanas consecutivas.

Todos os grupos tiveram mensurados a pressio
arterial de cauda, por método oscilométrico, e o peso
corporal duas vezes por semana. Antes da inclusdo
no estudo, foram realizadas duas medidas basais de
pressdo arterial de cauda e peso corporal. Foram des-
cartados os animais com pressao arterial de cauda ba-
sais com valores maiores que 140 mmHg. Os valores
médios de duas medidas semanais de pressao arterial
de cauda e peso corporal foram utilizados como re-
presentativos daquela semana.

Apo6s 12 semanas de acompanhamento da pressio
arterial de cauda e do peso corporal, os animais foram
submetidos ao Teste de Tolerdncia Oral a Glicose.
Para isso, os animais foram anestesiados e inseriu-se
um cateter de polietileno na artéria femoral esquerda.
Esse cateter foi passado pelo subcutaneo e fixado no
dorso do animal.

Apés jejum de 12 horas, foi coletado, pelo ca-
teter arterial, aproximadamente 1,0 mililitro de
sangue de cada animal, para determinacao de gli-
cemia e insulinemia de jejum. Terminada a coleta
de jejum, os ratos receberam 68 mg/kg de solucio
de glicose anidra por gavagem. Novas coletas para
determinacdo de insulinemia e glicemia foram rea-
lizadas aos 15, 30, 60, 90 ¢ 120 minutos apés ad-
ministragdo de glicose.

A dosagem de glicose plasmatica foi determi-
nada utilizando-se um glicosimetro (Accu-Chek
— Advantage) e tiras reagentes apropriadas (Accu-
Chek Advantage II). Para a determinacdo da insu-
linemia, as amostras de sangue coletadas em tubos
de Eppendorf foram centrifugadas (Eppendorf
Centrifuge S403) a velocidade de 3.000 rpm por
10 minutos e foram estocadas a temperatura de
-70°C em freezer (Revco Scientific Inc. Asheville
NC, USA).

Ap6s o término das dosagens de glicose e insulina,
foram determinadas as dreas sob as curvas de glicose
e insulina (ASCG e ASCI, respectivamente). O célculo
das dreas ocorre pela determinagio da média ponde-
ral da glicemia e da insulina durante todo o tempo do
teste de tolerancia oral a glicose. Uma vez calculadas
as areas sob as curvas de glicose e insulina, procedeu
-se o cdalculo do indice de sensibilidade a insulina
(ISI), calculado pela divisao do fator 10000 pelo pro-
duto das 4reas sob as curvas de glicose e insulina. Seu
resultado é expresso em mg!.mU.!

Ap06s a determinacdo do teste de tolerdncia oral a
glicose, os animais foram novamente anestesiados e
os ventriculos direito e esquerdo, bem como a gordu-
ra epididimal, dissecados e pesados em balanca anali-
tica (Gehara, BG440). O calculo do peso relativo dos
orgdos foi realizado dividindo a massa do 6rgao pelo
peso corporal.

A andlise estatistica foi realizada por meio da
andlise de variancia de medidas repetidas (One Way
RM ANOVA) para comparar as variagdes temporais
da pressdo arterial de cauda e do peso corporal com
relagdo ao periodo basal. A analise de variancia foi
utilizada (One Way ANOVA) para comparar médias
de quatro conjuntos de observagdes para os quais um
teste paramétrico é aplicdvel: peso cardiaco, ventri-
cular esquerdo e de gordura epididimal absolutos,
glicemia, insulinemia e a andlise de varidncia ndo pa-
ramétrica (ANOVA ON RANKS) foi utilizada para
comparar médias de dois conjuntos de observacdes
para os quais um teste ndo paramétrico é aplicavel:
ASCG, ASCL IS, peso cardiaco, ventricular esquerdo
e de gordura epididimal relativos, variacdo delta de
peso corporal e pressdo arterial de cauda. Em todos
os testes, fixou-se o nivel de significincia em 5%
(p < 0,05).

ResuLtADOS

Peso corporaL (TaBeLa 1)

A andlise do peso corporal evidenciou que todos os
grupos experimentais na 12 semana apresentaram
um aumento significante de peso corporal com re-
lagdo ao periodo basal. Na 12* semana de estudo,
quando comparados os valores do peso corporal,
verificou-se que o grupo MSG foi aquele que apresen-
tou o maior ganho ponderal de peso corporal. Esse
valor foi significantemente maior que o obtido pelos
ratos MSG+CAF. O ganho de peso ponderal dos ra-
tos WST e CAF foi semelhante.

PressAo ARTERIAL DE cauDA (TABELA 1)

A comparacdo entre a pressdo arterial de cauda ini-
cial e final nos grupos Wistar Controle (WST), Wistar
MSG (MSG), Wistar Cafeteria (CAF) e Wistar MSG
Cafeteria (MSG+CAF) nido apresentou diferencas
estatisticas.

Area 508 A curva D GLicose (ASCG) E AReA sOB A
curvA DE INSULINA (ASCI) (TageLal)

A indugio de obesidade produziu aumento significan-
te nas areas sob a curva de glicose e insulina nos gru-
pos CAF, MSG e MSG+CAF com relacdo aos ratos

] Bras Nefrol 2010;32(2):195-200

197



198

Efeito da associacao entre obesidade sobre a presséo arterial de cauda e o metabolismo de glicose em ratos Wistar

V/ALORES ABSOLUTOS DE PESO CORPORAL (PC, GRAMAS), PRESSAO ARTERIAL DE CAUDA (PAC, mmHg), iNDICE DE

Tabela 1 SENSIBILIDADE A INSULINA (ISI, mg'mU-"), AREAS SOB As CURVAS DE GLICOSE (ASCG, mg/dL) E INSULINA

(ASCI, mU/L) E GORDURA EPIDIDIMAL RELATIVA (GER, g/100g) DOS GRUPOS ESTUDADOS.

WST MSG MSG+CAF

PC (basal) 226 + 10,13 285,63 + 16,73 220,79 + 6,40 273,75 + 29,6
PC (12 sem) 294,38 + 15,86 343,14 + 29,53 363,75 + 18,98 403,50 + 46,55*
PAC (basal) 119,38 + 776 120,79 + 3,02 121,75 £ 5,78 120,00 = 11,28
PAC (12 sem) 122,25 + 703 123,93 + 2,89 118,00 = 5,81 120,17 = 5,08
ISI 23,25 + 9,31 15,92 + 9,10* 13,41 + 3,84* 9,34 + 5,77**@
ASGC 120,87 + 19,68 191,45 + 71,03* 143,59 + 32,97* 231,60 + 61,97 **@
ASCI 3,96 + 0,96 5,22 + 3,73* 5,568 +1,07* 5,96 + 2,87*
GE 6,20 + 0,57 8,27 + 1,563* 8,23 + 1,98* 11,12 + 3,85%@

Valores apresentados na forma de média + desvio-padrdo. *p < 0,05 vs WST, #p < 0,05 vs CAF e ®p < 0,05 vs MSG.

WST. Nos animais MSG+CAF verificou-se um au-
mento significante da ASCG quando eles foram com-
parados aos ratos CAF e MSG isoladamente. Nao
houve diferenca entre as ASCI entre os grupos de
animais tratados.

InpicE DE sensIBILIDADE A INsULINA (IS]) (TaBeLa 1,
Ficura 1)

A administra¢do de dieta cafeteria produziu dimi-
nuic¢ao significante do ISI nos grupos MSG, CAF e
MSG+CAF. A associac¢io entre obesidade neuroen-
décrinaeexdcrina produziuuma diminuigao sinérgi-
canoISIdogrupo MSG + CAF (MSG + CAF=9,34 =+
5,77 mg-1mU-1 &p < 0,05 vs CAE, *p < 0,05 vs
MSG).

Peso aBsoLuTo pA GorDURA EPIDIDIMAL (T ABELA 1,

Ficura 2)

Todos os grupos tornados obesos tiveram elevagao
significante da gordura epididimal quando com-
parados ao grupo controle WST. Mesmo quando
se corrige pelo peso corporal, os dados da gor-

dura epididimal continua aumentada nos ratos
MSG+CAF.

PESO VENTRICULAR ESQUERDO

A analise do peso ventricular esquerdo mostrou que
ndo houve variacdo destes parametros quando se
analisou o peso ventricular absoluto (WST = 0,63 =
0,06, MSG=0,63+0,07, CAF=0,70 = 0,07, MSG +
CAF = 0,54 = 0,07). Em razdo de maior peso cor-
poral verificado nos ratos MSG+CAF, quando se
analisa o peso ventricular absoluto verifica-se uma
diminui¢ido desse pardmetro neste grupo.

] Bras Nefrol 2010;32(2):195-200

Figura 1. Valores de média + erro-padrao do indice
de sensibilidade a insulina (mg-1 mU-1), dos grupos
estudados. *p < 0,05 vs WST; @p < 0,05 vs MSG e
*p < 0,05 vs CAF.

30 q
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MSG+CAF

Figura 2. Valores de média = erro-padrdo do peso
relativo da gordura epididimal (gramas/100 gramas de
rato), dos grupos estudados, @p < 0,05 vs MSG.

g/100g

MSG+CAF
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Discussio

Neste trabalho, avaliou-se o efeito da produgido de
obesidade e resisténcia a insulina em dois modelos
experimentais, obesidade neuroenddcrina e exdcrina,
e de sua associa¢do sobre o metabolismo de glicose e
sobre a pressio arterial de cauda de ratos Wistar
normotensos. Ambos os modelos experimentais, iso-
ladamente, determinaram aumento da resisténcia a
insulina e, quando associados, produziram um efeito
sinérgico sobre a resisténcia a insulina. O aumento da
resisténcia a insulina nestes animais pode ser corre-
lacionado com o aumento da quantidade de gordura
visceral. Em nenhum dos grupos experimentais verifi-
cou-se altera¢do da pressdo arterial de cauda.

Analisado o peso corporal dos animais, al-
guns aspectos importantes devem ser destacados.
Primeiramente, vé-se que nas 12 semanas do perio-
do de acompanhamento, o maior ganho ponderal de
peso corporal foi nos ratos MSG (+65%), seguido
dos ratos que receberam MSG+CAF (+47%). A ad-
ministra¢ao de dieta de cafeteria ndo produziu ga-
nho adicional de peso corporal quando comparado
ao grupo de dieta-padrdo. Os dados referentes a al-
teragdes de peso corporal de ratos em que se induziu
obesidade pela administra¢io neonatal de MSG sio
controversos’® e estudos anteriores deste laboratério
ndo verificaram alteracdo de ganho de peso nesses
animais. Sabe-se, entretanto, que os animais MSG
apresentam reduzida secrecio de hormoénio do cres-
cimento’ e aumento da secre¢do de cortisol' e, con-
sequentemente, o ganho de peso dos animais MSG e
MSG+CAF deve-se, sobretudo, ao aumento do con-
teudo de gordura visceral. Os animais que recebe-
ram dieta hipercaldrica, apesar de ndo terem aumen-
to do peso corporal, também apresentaram aumento
da gordura visceral.'! Isso se deve principalmente ao
fato de que animais quando sio submetidos a uma
dieta hipercalérica diminuem seu consumo alimen-
tar didrio, porém, devido a alta quantidade de car-
boidratos e gordura contidos na dieta de cafeteria,
houve acimulo de gordura visceral.?

O aumento de risco cardiovascular estd mais as-
sociado a distribuicdo da gordura visceral que ao
simples aumento do peso corporal.’ Estudos que
analisam a populagido oriental jd evidenciaram que
pacientes que tinham aumento da gordura visceral,
apesar do peso corporal ser normal, tinham aumento
na prevaléncia de doengas cardiovasculares.’> Neste
estudo, todos os animais experimentais apresenta-
ram aumento da gordura epididimal, e o maior au-
mento deste pardmetro estd presente no grupo onde

se associou os dois modelos de obesidade: exdcrina e
neuroenddcrina (grupo MSG+CAF).

O aumento da gordura visceral implica uma sé-
rie de alteracdes metabdlicas, como a produgido de
adipocinas'!* e/ou diminui¢io do metabolismo do
cortisol,'”” que podem culminar com aumento da
pressdo arterial e da resisténcia periférica a agdo
da insulina.'® Possivelmente, a hiperleptinemia se-
cunddria ao aumento da gordura visceral poderia
determinar ativa¢do do sistema nervoso simpdtico,
com maior secre¢do de catecolaminas, e levar ao au-
mento da pressdo arterial e resisténcia a insulina.!”
No entanto, nossos animais nio tiveram alteracoes
na pressdo arterial. Cabe ressaltar, porém, que os
animais Wistar que recebem MSG durante o periodo
neonatal produzem aumento da atividade adrenérgi-
ca, uma vez que em estudo prévio deste laboratério
ja se demonstrou que esses animais apresentam au-
mento da frequéncia cardiaca e da resisténcia peri-
férica total.!® Estudos que verificaram o aumento da
termogénese em ratos submetidos a dieta cafeteria
corroboram o fato de que esses animais também tém
aumento da atividade simpdtica.! A auséncia de al-
teracdes na pressdo arterial de nossos ratos talvez
possa ser atribuida ao curto tempo de estudo.

No entanto, o aumento na atividade simpatica as-
sociado ao aumento da gordura visceral determinou
alteragdes metabolicas que culminam com o aumento
da resisténcia a insulina.'® A grande quantidade de
acidos graxos livres, provenientes da gordura visce-
ral, quando chegam ao figado, determina aumento
da gliconeogénese, diminui¢do da capta¢ao muscular
de glicose e diminui¢do do metabolismo hepatico de
insulina. Ressalta-se o fato de que os modelos expe-
rimentais, quando estudados isoladamente, apresen-
taram aumento da gordura epididimal e resisténcia a
insulina, e quando os dois estimulos foram associados
houve maior deposicdo de gordura visceral e efeito
sinérgico sobre a resisténcia a insulina. Este modelo
experimental utilizado contribui bastante para o es-
tudo das repercussdes metabdlicas que acontecem
quando seres humanos que ja possuem um compo-
nente genético/neuroenddcrino sio submetidos a um
estimulo exdcrino, ou 4 administragio de uma dieta
hipercalorica, fato que vem crescendo bastante com a
vida moderna.

Cabe ressaltar que a diminuicdo da massa ventri-
cular verificada nos ratos MSG+CAF pode ser atribui-
da ao peso corporal desses animais ao final do estudo.
Talvez a utilizagdo de um paridmetro mais fidedigno
para esta situa¢ao, como corre¢ao pela tibia, fosse ne-
cessaria para confirmar esse valor.!?

] Bras Nefrol 2010;32(2):195-200
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ConcLusoEs

Em conclusio, este estudo evidencia que a adminis-

tracdo de dieta cafeteria potencializou o efeito da
administracdo neonatal de glutamato monossédico
sobre a resisténcia a insulina e esse aumento pro-

vavelmente ocorreu devido ao grande aumento da
obesidade visceral verificado nesses animais.
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