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RESUMO

Introducgédo: A obesidade € uma doenca inflamatéria de baixo grau, que pode levar
ao desenvolvimento de outras patologias, como diabetes mellitus, dislipidemias e
hipertensao arterial (HA). Considerando a relagao entre a pressao arterial (PA) e a
Pressao Intracraniana (PIC), dando-se através da pressao de perfusédo cerebral, a
HA pode ocasionar o aumento da PIC. O aumento da PIC relaciona-se ao Acidente
Vascular Cerebral (AVC), enxaquecas, hipertensao ocular, entre outras patologias.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi analisar o comportamento da morfologia de
onda da PIC frente a obesidade, analisada de forma nao invasiva, e prospectar
informacdes a respeito da HA, PIC, aspectos inflamatérios e metabdlicos, e
morfologia cerebral, em ratos Wistar. Materiais e métodos: Foram realizados dois
estudos paralelos, com tratamento de 24 semanas de dieta hiperlipidica, para
inducdo da obesidade, apos uma adaptacao prévia de 60 dias, com dieta padrao. No
estudo 1, 16 ratos foram divididos nos grupos Obeso (OB, n=9) e Nao Obeso (NOB,
n=7). Todos os animais foram avaliados a cada 4 semanas, sendo: Percentual de
gordura (%g), Massa corporal total (MT), Massa livre de gordura (MLG), Conteudo
mineral 6sseo (CMO), PA, Frequéncia Cardiaca (FC) e PIC. No estudo 2, 61
animais foram divididos nos grupos, dieta hiperlipidica (DH) e dieta padrao (DP) e
subdivididos por semanas em que foram sacrificados, ao longo das 24 semanas(SO0,
S8, S16, S24). Grupo OB e S-DH foram alimentados com DH e NOB e S-DP com
DP. As avaliagdes das variaveis nao invasivas foram realizadas no estudo 2 a cada
8 semanas, e parte dos animais sendo sacrificada. Avaliamos também: peso
cerebral, conteudo de lipideos cerebrais, numero de células da area motora primaria
(M1), a espessura da matéria cinza desta area, além de glicemia, perfil lipidico, e
perfil inflamatoério. A eutanasia aconteceu a cada 8 semanas no estudo 2, e no
estudo 1 ao final das 24 semanas. Resultados: O estudo 1 demonstrou diferenca
estatistica da area sob a curva da PIC, entre OB e NOB, com redugdo no grupo
NOB, permanecendo abaixo de OB durante o tratamento. No estudo 2 ndao houve
diferenga entre grupos, apenas probabilidade de aumento do grupo S24-DH. Sobre
a PA, nao encontramos diferencga estatistica em ambos estudos. Entretanto, a FC foi
diferente estatisticamente no estudo 1 sendo maior em OB, e probabilidade de
aumento no estudo 2. MT, %g, MLG, e CMO foi maior nos grupos OB e S24-DH, em
relacdo ao controle. Nao ouve diferengca do conteudo de lipideos cerebrais ou do
peso relativo cerebral ao final do tratamento. Houve probabilidade de diminui¢gao do
peso cerebral nos grupos DH, e também de diminuicdo do numero total de células
da M1, além de aumento da espessura da matéria cinza desta mesma area no grupo
DH. Encontramos probabilidade de diminuicdo do fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF), e de aumento de Leptina ao final do tratamento em S24-DH.
Conclusao: A DH desenvolveu a obesidade em ratos, mas nao promoveu
dislipidemias ou inflamacgao crénica. O aumento da glicemia no grupo OB demonstra
possivel resisténcia a insulina. Variagdes na PIC deve-se a melhor complacéncia
cerebral do grupo NOB. A probabilidade de aumento da leptina, da espessura da
mateéria cinza, da perda do numero de células e redugao dos niveis circulantes de
BDNF podem indicar a perda da plasticidade neural, de células gliais, e aumento de
liquido no parénquima cerebral. Este cenario pode ser o inicio de um prejuizo maior
para o cérebro, podendo potencialmente levar ao aumento da PIC.

Palavras chave: Pressao intracraniana. Hipertensdo. Obesidade. Inflamacéo.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is a low-grade inflammatory disease, which can lead to the
development of other pathologies, such as diabetes mellitus, dyslipidemias and
arterial hypertension (AH). Compare the relationship between blood pressure (BP)
and intracranial pressure (ICP), given by the cerebral perfusion pressure, AH can
cause an increase in ICP. The increase in ICP is related to stroke, migraines, ocular
hypertension, among other pathologies. Thus, the aim of this study was to analyze
the behavior of the ICP wave morphology in the face of obesity, to analyze the non-
invasive form and to prospect for information about AH, ICP, inflammatory and
metabolic aspects, and cerebral morphology in Wistar rats. Materials and methods:
Two parallel studies were carried out, with a 24-week treatment of a high-fat diet, to
induce obesity, after a previous adaptation of 60 days, with a standard diet. In study
1, 16 rats were divided into the Obese (OB, n = 9) and Non-Obese (NOB, n = 7)
groups. All animals were adopted every 4 weeks, being: Fat percentage (% g), Body
mass (BM), Fat free mass (FFM), Bone mineral content (BMC), BP, Heart rate (HR)
and ICP. In study 2, 61 animals were divided into the groups, high-fat diet (HFD) and
chow diet (CD) and subdivided by weeks in which they were sacrificed, over the 24
weeks (W0, W8, W16, W24). Group OB and W-HFD were fed with HFD and NOB
and W-CD with CD. The evaluations of the non-invasive variables were carried out in
study 2 every 8 weeks, and part of the animals being sacrificed. Also extracted were:
brain weight, brain lipid content, number of cells in the primary motor area (M1), the
thickness of the gray matter in this area, in addition to blood glucose, lipid profile, and
inflammatory profile. Euthanasia took place every 8 weeks in study 2, and in study 1
at the end of 24 weeks. Results: Study 1 statistical difference in the area under the
ICP curve, between OB and NOB, with a reduction in the NOB group, remaining
below OB during treatment. In study 2, there was no difference between the groups,
only was a probability of an increase in the W24-HFD group. Regarding BP, no
statistical difference was found in both studies. However, HR was statistically
different in study 1, being higher in OB, and the probability of increase in study 2.
BM,%fat, FFM, and BMC were higher in the OB and W24-HFD groups, compared to
the control. There is no difference in brain lipid content or relative brain weight at the
end of treatment. There was a probability of a decrease in brain weight in the HFD
groups, and also a decrease in the total number of M1 cells, in addition to an
increase in the thickness of the gray matter of this same area in the HFD group.
Discovery of decreased brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and increased
leptin at the end of treatment in the W24-HFD group. Conclusion: The HFD
developed obesity in rats, but did not promote dyslipidemia or chronic inflammation.
The increase in blood glucose in the OB group demonstrates possible insulin
resistance. Variations in ICP are due to the better cerebral compliance of the NOB
group. An increased likelihood of leptin, gray matter thickness, loss of cell number
and reduction of circulating BDNF levels may indicate loss of neural plasticity, glial
cells, and increased fluid in the brain parenchyma. This scenario may be the
beginning of a greater damage to the brain, potentially leading to an increase in the
PIC.

Keywords: Intracranial pressure. Hypertension. Obesity. Inflammation.
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1. INTRODUGAO

Atualmente a obesidade € um dos grandes problemas de saude publica, tanto
em paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento. Ao considerar
ainda as doencgas associadas a ela, temos um aumento dos riscos de morbidade e
mortalidade, reduzindo tanto a qualidade como a expectativa de vida destas pessoas
(ALLISSON et al, 2008; ALAN; NG; LARBI et al., 2012). Dentre as doencas
associadas a obesidade, as doencas cardiovasculares (DCV) sdao as de maior
incidéncia de mortalidade no mundo. Entre as mortes do ano de 2012, as doengas
crbnicas nao transmissiveis (Cancer, doengas cardiovasculares e doengas
respiratérias) foram responsaveis por 82%, e destas, as DCV foram responsaveis
por 46% ou 17 milhdes de pessoas, entre as 56 milhdes de mortes de 2012 (OMS,
2016).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) desde 1985 considera a obesidade
uma doencga, e atualmente atinge indices alarmantes, tornando-a assim um sério
problema de saude publica no mundo (MOKDAD et al., 2003). No Brasil, segundo
os dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2010), a obesidade e o excesso de peso tém aumentado rapidamente nos ultimos
anos, e em todas as faixas etarias. Neste levantamento, 50% dos homens e 48%
das mulheres se encontram com excesso de peso, sendo que 12,5% dos homens e
16,9% das mulheres sao considerados obesos. Entre as criangas, 33,5% de
criangas entre cinco a nove anos apresentam excesso de peso, sendo que 16,6%
do género masculino e 11,8 % do feminino sdo obesos.

O ganho de peso pode contribuir, entre 65 a 78%, com o aumento de
hipertensao arterial (HA) essencial. Existe uma relagdo quase linear entre o
aumento do indice de massa corporal (IMC) e HA. Além disso, a perda de peso
previne o aumento da HA e até reduz a pressao arterial de individuos obesos (do
CARMO et al., 2016). Desta forma, a HA é a doenga mais comum associada com a
obesidade, e a doenga com maior taxa de mortalidade entre as DCV (OMS, 2016).

A HA pode levar ao aumento pressao intracraniana (PIC) (CZONYSKA;
PICKARD, 2011; McBRYDE; MALPAS, PALTON, 2017) pelo aumento da pressao

arterial média (PAM) acima de 150 mmHg assim como pela diminuicdo da
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complacéncia cerebral. Ademais, a obesidade e a dieta hiperlipidica tem
demonstrado relacdo com o aumento da Hipertensao intracraniana idiopatica, caso
clinico em que o paciente apresenta aumento da PIC por fatores nao identificaveis
facilmente, e esta relagdo também tem sido proposta através da perda de peso
corporal como tratamento e concomitante diminuicao da PIC (ANDREWS; LIU; KO,
2014; SZEWKA et al., 2013; SINCLAIR et al., 2010).

No entanto, a morfologia da forma de onda da PIC é diferente da morfologia
da forma de onda da PA, pois ela apresenta trés picos, sendo: P1, P2 e P3 e cada
uma representagao fisioldgica. P1 representa o influxo arterial, P2 a complacéncia
cerebral e distribuicdo de sangue pelo cortex, e P3 representa o efluxo venoso, e

pode ser observada na figura 1 abaixo.
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Figura 1: Morfologia da forma de onda da presséo intracraniana. Picos (P1, P2, e P3) em mmHg. Lt:
Laténcia do final do complexo QRS (sistole ventricular) para inicio de P1. Tempos (ms), sendo LV1P1
para P1, LV2P2 para P2, e LV3P3 para P3.

Portanto, o presente estudo prospectou informacdes a respeito da PA e PIC,
durante o desenvolvimento da obesidade em ratos Wistar, avaliando hemodindmica,
perfil inflamatoério e metabdlico, além da morfologia cerebral. Sendo assim, tentando
elucidar quais alteragdes poderiam ser mais prevalentes e comuns, e se possivel
qual a ordem, dos efeitos associados a estas alteragdes. Nossa hipétese era de que

a obesidade aumentaria a PA e a razdo P2/P1 da PIC ao longo do tempo, com
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concomitante aumento do perfil inflamatério crénico, aumento do conteudo de

lipideos cerebrais, e alteragao da morfologia cerebral.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. OBESIDADE

A obesidade € caracterizada pelo excesso de tecido adiposo branco corporal,
e junto com o sobrepeso esta intimamente associada ao desenvolvimento de DCV,
dislipidemia, hipertensao, doencas cerebrais, acidente vascular cerebral (AVC), e
resisténcia a insulina, na qual estando agregado a um ambiente pro-inflamatério
eleva os problemas cardiovasculares (ALAN; NG; LARBI et al., 2012; ZALESIN et
al., 2011; TESAURO; IANTORNO; CAMPIA, 2013).

A classificagdo da obesidade pode ser realizada de diversas formas, sendo
uma delas, pelo critério do indice de massa corporal (IMC), e que atualmente
observa-se sua classificacdo através de obesidade do tipo 1, com indice acima de
30Kg/m? e abaixo de 35 Kg/m? em humanos (OMS, 2016). Entretanto, esta
classificagao tem suas limitagdes, como para pessoas com grande massa muscular
e consequente peso corporal. Desta forma, seria melhor e mais fidedigno realizar
uma classificagéo através do percentual de gordura (%g), sendo que a partir de 25%
em homens adultos é considerado obeso (GOMEZ-AMBROSI et al., 2011).

Estudos envolvendo animais carecem de maiores informacgdes a respeito de
um valor de referéncia para obesidade em animais, uma vez que, pelo alto custo do
exame, poucos estudos trazem a avaliagdo da composigao corporal pelo método de
Absorcao de raios-x de dupla emissao de energia (DXA), padrdao ouro de avaliagéao
de composic¢ao corporal. Na grande maioria dos artigos publicados sobre obesidade
em ratos, a quantidade de gordura do organismo € avaliado com o peso total da
gordura extraida apdés a eutanasia, podendo posteriormente realizar o indice de
adiposidade. No entanto o DXA ajuda a observar o desenvolvimento da obesidade
sem a necessidade de eutanasia, favorecendo os estudos longitudinais (GERBAIX
etal.,, 2010; YEU et al., 2019).

A obesidade é considerada atualmente uma doenca inflamatéria crénica de
baixa intensidade, pelo fato de poder promover disturbios metabdlicos, apresentar
um quadro de inflamacgao crbénica de baixo grau, poder apresentar dislipidemias e
consequentemente poder desenvolver outras patologias associadas a ela, como a
hipertensdo (GERBAIX et al., 2010; OMS, 2016).
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Existem trés possibilidades de origem da inflamacédo na obesidade: 1) pela
liberagdo do figado e células imunes; 2) o tecido adiposo branco libera fatores de
estimulacao para o figado e células imunes que medeiam o processo inflamatério; 3)
pela prépria produgao pelo tecido adiposo destes agentes. Atualmente, ja foram
catalogadas mais de 50 substancias produzidas e secretadas pelo tecido adiposo,
entre elas, as citocinas, que podem ser pro-inflamatérias ou anti-inflamatérias,
destacando entre elas, as Interleucinas 1, 2, 6, 8, o Fator de necrose tumoral a
(TNF-a), e a Proteina c reativa (PCR), todas pro-inflamatdrias na obesidade, e ainda
Interleucina 10, e Adiponectina, que sao anti-inflamatérias neste mesmo contexto,
além da Leptina identifica em 1994, entre outras substancias (PRADO et al., 2009).

O processo inflamatério causado pelo tecido adiposo, tem sua origem na
hipertrofia dos adipdécitos, que causam uma compressdao sobre 0s vasos
sanguineos que os circundam, causando hipoxia tecidual, levando ao consequente
aumento de sinalizacao inflamatdria através de uma resposta imune, e que persiste
cronicamente, enquanto perdurar esta hipéxia (VECCHIE et al., 2017). E estas
citocinas, tanto liberadas pelo tecido adiposo como pelos macroéfagos, perfundem-se
pela circrulagdo promovendo efeitos metabdlicos em todo o organismo, podendo
causar resisténcia a insulina e hipertensao (PRADO et al., 2009).

O acumulo de gordura no tecido adiposo ao redor das visceras, € um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento de hipertensao (HA), apesar de
nao estar totalmente elucidada a origem dela (GERBAIX et al., 2010; HALL et al.,
2015; SPERETTA et al., 2018). Este tipo de gordura € mais observado em homens,
sendo um dos motivos de homens apresentarem maiores indices de hipertensao e
DCV (RASKIN et al., 2000).

2.2. HIPERTENSAO

A HA é um dos problemas de saude crbénicos mais comuns no Brasil, sendo
considerada uma doenga cardiovascular e que eleva os gastos publicos em saude
do pais (Silva et al., 2006). Portanto, ela € uma doencga que afeta érgaos alvo, como
0 coragao e cérebro, e aumenta a mortalidade e morbidade (FELDSTEIN, 2007).
Segundo a Sociedade Européia de Hipertensdo (2012), a hipertensao cronica é

assim definida, quando os niveis de pressao sistdlica e diastélica estdo em 140
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mmHg de pressao arterial sistolica (PAS), e/ou 90 mmHg de pressao arterial
diastdlica (PAD), ou acima destes valores respectivamente, sendo assim necessario
tratamento farmacologico. Em pacientes diabéticos ou doenca renal crbénica os
indices sdo de 130/80 mmHg, de PAS e PAD respectivamente, necessitando em
ambos os casos de tratamentos anti-hipertensivos ou de baixos niveis de lipidios
(FELDSTEIN, 2007; ANTA et al., 2016).

A HA é uma doenca idiopatica, mas uma das causas mais comuns € 0O
sobrepeso e a obesidade (HALL et al.,, 2015; FELDSTEIN, 2007) aliada a ma
alimentagdo com excesso de sal e gordura (FELDSTEIN, 2007). Ela pode ser
classificada devido a sua causa, como HA primaria, que representa 90% dos casos,
tendo como causa primaria a genética e o estilo de vida. Porém 5-10% das causas
sdo secundarias, ou seja, promovidas por fatores ambientais, como sedentarismo,

obesidade, tabagismo, diabetes entre outras patologias (POLTER et al., 2015).

A patogénese mais comum em quadros de HA, é a aterosclerose, que pode
comecgar na primeira infancia (aos 3 anos) com lesdes do endotélio da aorta. O
acumulo de triglicérides e aumento de colesterol, em especial o aumento da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e diminuicdo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) estdo associados a maior probabilidade do paciente ter
aterosclerose. Esta patogénese € a doenga causada pelo aumento de depdsitos de
triglicérides e colesterol no endotélio vascular, principalmente pela deposigao
causada pelo LDL que por sua vez, devera causar um ambiente inflamatério para
converter estas substancias infiltradas no endotélio em placas de ateroma. Uma vez
as placas de ateroma desenvolvidas, deve causar diminui¢do cada vez maior da luz
do vaso sanguineo para a passagem de sangue, pois ha um continuo aumento de
infiltracdo de ftriglicérides e colesterol neste ponto do endotélio, e desta forma,
aumentando cada vez mais a PA (SANTOS et al., 2007).

Nesse sentido, a hipertensdo também pode ser causada por outros fatores,
como a arteriosclerose, que é a perda da funcdo elastica e consequente
complacéncia dos vasos, ou ainda por doenga renal cronica, hiperaldosteronismo
primario, apnéia obstrutiva do sono, doengas enddcrinas como hipotireoidismo e
hipertireoidismo, diabetes, entre tantas outras (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
HIPERTENSAO, 2016). Este cenario, demonstra a dificuldade de avaliar a causa

especifica da HA, podendo inclusive apresentar mais de uma causa. No entanto,
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independente das causas da hipertensdo, sabe-se que pode elevar a probabilidade
de infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral (AVC), ataques cardiacos,
doengas renais, perda de memoria e de tecido neural, prejudicando assim a
qualidade de vida e aumentando a incidéncia de mortalidade e morbidade
(ABDULAH et al., 2012; SOLTELO et al., 2014).

Sendo assim, o estudo da hemodinamica relacionando-a com a PIC é de
suma necessidade de avaliacdo e aprofundamento deste conhecimento, visto que
que existe critérios estabelecidos de manutengdo da complacéncia cerebral em
determinada faixa pressoérica sistémica, que sera detalhada abaixo, em pressao

intracraniana.

2.3. PRESSAO INTRACRANIANA

A PIC ¢é a pressao contida dentro da caixa craniana. A caixa craniana tem um
volume que contém trés componentes: Liquido Cefalorraquidiano (LCR), parénquima
cerebral, e o sangue. Qualquer alteragédo destes componentes pode alterar a PIC
(CABELLA et al., 2016; VILELA, 2010).

Apesar de cada um dos componentes poder alterar, e assim modificar o
comportamento da PIC, o tecido cerebral, que representa 85% do volume total da
caixa craniana (constituido de 75% de agua e os 25% restantes de corpos
celulares), pode ser alterado por trauma ou tumor, sendo mais constante seu
volume. Desta forma, a variagdo mais recorrente da PIC deve-se ao LCR e ao
volume sanguineo (POPP; BOURKE, 1977). O volume de sangue no sistema
nervoso é de 4,5ml/100g de tecido cerebral, sendo 60% do sangue venoso e 40%
arterial (MUIZELAAR; OBRIST, 1985).

Varios parametros fisiolégicos sdo importantes para o cérebro, como por
exemplo o Fluxo Sanguineo Cerebral (FSC), a Resisténcia Vascular Cerebral (RVC),
a Pressao Arterial Média (PAM), a Pressdo Venosa (PV), a Pressdo de Perfusao
Cerebral (PPC) e a PIC (CARLOTTI Jr.; COLI; DIAS, 1998).

O FSC é o que garante a entrega de sangue para o parénquima cerebral. A

RVC é a resisténcia dos vasos contra a saida de sangue dos vasos para o tecido. A
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RVC é inversamente proporcional a grandeza do fluxo, portanto, se tiver aumento da
RVC, tera diminui¢do do FSC (CARLOTTI Jr.; COLI; DIAS, 1998).

A PAM é a pressao arterial média encontrada no sistema, que se da pela

Pressao Sistolica+(2XPressio Diastélica)
3

equacao: PAM =

A PV é a pressao venosa, que € dificil de ser obtida, mas que ocorre paralela

a PIC, portanto sendo considerada para calculo a PIC.

A PPC é o gradiente de pressao que permite o fluxo de sangue no tecido
cerebral, e é diretamente proporcional ao FSC. A PPC é igual a PAM - PV, mas
como sera considerada a PIC, substitui-se na equacao ficando PPC = PAM - PIC
(PV).

Desta forma se obtém uma equacgao para calculo do FSC, sendo:

PPC _ (PAM — PIC)

FSC= pye RVC

O FSC esta sujeito a autorregulagao cerebral a fim de manter o cérebro
nutrido adequadamente, e esta autorregulagdo pode ser de duas maneiras,
pressoérica ou metabdlica. A autorregulagdo metabdlica se faz pelo acumulo de CO,
que é potente vasodilatador da musculatura lisa vascular, com isto o acumulo de
CO, tem grande efeito sobre o FSC. A agao do CO, é decorrente da alteracao do pH
do liquido extracelular (VILELA, 2010; MARMAROU; TABADDOR, 1993).

Em resumo, o acumulo do CO; proveniente de acidose, leva o relaxamento
da musculatura lisa vascular cerebral que por sua vez, diminui a RVC. O contrario
acontece quando ha diminuicao da concentragao de CO; e consequente aumento do
pH, com aumento da RVC por diminuicdo do relaxamento da musculatura lisa
vascular. Embora o FSC permanecga constante, o fluxo sanguineo se altera com as
necessidades metabdlicas do cérebro, havendo forte relacdo entre o fluxo sanguineo
e atividade metabdlica do coértex (VILELA, 2010; MARMAROU; TABADDOR, 1993).

A autorregulagao pressorica acontece quando a PAM esta entre 50 e 150
mmHg, demonstrando que ha uma grande faixa de variagdo da pressao sistémica,
que mesmo assim o cortex mantém o FSC e a PIC em padrdes fisioldgicos. Desta
forma, a autorregulacao pressorica é realizada de duas formas, uma em relagéo ao

ambiente de baixa pressao sistémica e outra com a alta pressao sistémica. Em
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resposta a uma baixa pressao sistémica, os vasos que nutrem o tecido cerebral
tendem a dilatar para facilitar o aporte de sangue para o cérebro, junto a diminuigao
da RVC. Esta vasodilatagao pode ser intensa para manutengao do FSC, que por sua
vez pode levar ao ingurgitamento dos vasos, levando a vasoplegia, a piora da
perfusdo sanguinea e o acumulo de sangue. Desta forma, uma vez que o0 aumento
de fluxo sanguineo aumenta a PIC, a PIC chegara a se igualar a PAM
interrompendo assim o fluxo sanguineo para o proprio cértex. Este cenario é muito
comum em grandes hemorragias (VILELA, 2010; MARMAROU; TABADDOR, 1993).

Por outro lado, quando ha niveis elevados da PAM, ha forte vasoconstricao
para nao permitir grande FSC, que por sua vez elevaria a PIC. Entretanto, acima de
150 mmHg da PAM, deve ocorrer vasodilatacdo dos vasos, s6 que por dilatagao
passiva das altas forgas exercidas em virtude da PA, aumentando assim o FSC e
consequentemente a PIC (VILELA, 2010; MARMAROU; TABADDOR, 1993).

Doencgas intracranianas, e doengas secundarias como a obesidade podem
causar aumento da PIC (VILELA, 2010; ANDREWS; LIU; KO, 2014). Os valores de
PIC normais em humanos estao entre 3 e 15 mmHg. O aumento do FSC e da PIC
pode ocasionar diversas complicagdes decorrentes de acordo com a sua causa e
podendo levar a morte (MARMAROU; TABADDOR, 1993; POPP; BOURK, 1977;
ANDREWS; LIU; KO, 2014).

Seguindo a mesma causa relacionada ao sistema cardiovascular (idiopatica),
a hipertensao intracraniana também pode levar ao Acidente Vascular Cerebral
(AVC), tanto o hemorragico quanto o isquémico. Isto demonstra que a pressao
arterial € um componente importante e significativo a ser avaliado e analisado
conjuntamente a PIC, pois a literatura ja demonstra a fisiologia do sistema, porém a
PIC é muito pouco estudada diante das dificuldades encontradas para a sua
avaliacao sem a necessidade de internagao em hospitais (DE-LIMA-OLIVEIRA et al.,
2018).

O aumento da pressao arterial tem forte correlagdo com a diminui¢do da RVC
e aumento do FSC, que por sua vez eleva a PIC (CARDIM et al., 2016). Segundo
Cardim et al. (2016), dos casos de infarto cerebral (AVC), 10-25% sao de infartos
hemorragicos e isto tem um progndstico ruim, pois 65% deles levam a morte. E o
AVC esta relacionado a doengas cardiacas como a hipertensdo e ao aumento da

PIC. A PIC quando aferida e em estagios iniciais como na Hidrocefalia por exemplo,
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a doencga pode ser tratada e revertida, tornando-se essencial para o diagnoéstico
(CABELLA et al., 2016).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a obesidade tem forte
correlagdo com o aumento da hipertensao intracraniana idiopatica, principalmente
em mulheres e hispanicos (ANDREWS; LIU; KO, 2014; ROWE; SARKIES, 1999),
porém ainda nao esta totalmente elucidada esta questdo, pois € uma doenca
multifatorial de dificil diagndstico. Segundo Andrews, Liu, e Ko (2014) chineses,
coreanos e japoneses tem um menor percentual de hipertensao intracraniana, mas
também ha um numero diminuto de obesidade nestas populagdes. Estes resultados
sugerem, que ha uma forte correlacdo da PIC com a obesidade, mas ndo somente
com a obesidade, outros fatores ambientais, ou genéticos, entre outros fatores, o
que torna a hipertensao intracraniana idiopatica uma doenga de dificil diagndstico e
maus prognosticos. Segundo Rowe, e Sarkies (1999), a hipertensao intracraniana
idiopatica, e os sintomas relacionados a ela, pode ser causada por edema cerebral,

absorg¢ao anormal do LCR, e aumento do volume de sangue no cérebro.

Atualmente, pesquisas tem demonstrado que a PIC pode estar relacionado ao
perfil inflamatério, que por sua vez pode ter uma agao direta ou indireta sobre o
aumento da PIC. Sendo assim, Sinclair et al. (2008), demonstram que a obesidade
pode levar a aumentos de agentes proé-inflamatérios como interleucina 1 (IL-1),
interleucina-6  (IL-6), interleucina-8 (IL-8), Leptina, 118 - Hidroxyesterdide
Desidrogenase tipo 1 (118-HSD1), entre outros. IL-1, TNF-a e IL-6, sdo citocinas
que podem ajudar a aumentar a producdao de 113-HSD1, uma molécula que tem
sido apresentada com uma forte correlagdo entre obesidade e PIC, assim como a
Leptina podendo provocar o aumento de LCR e agua no cortex (SINCLAIR et al.,
2008). A 11B-HSD1 é responsavel por transformar cortisona em cortisol, que por sua
vez aumenta a sintese e produgcdo de Aquaporinas-1, que se fixara na membrana
basal do ventriculo, aumentando assim a produgao de LCR, que consequentemente
aumentaria a PIC (ULDALL et al., 2017).

Os estudos relacionados a obesidade encontrados na literatura, como os
mencionados acima, tem sido realizados de forma epidemioldgica, ja que até o
momento os métodos de analise para a PIC s&o realizadas de maneira invasiva
(figura 1A). Mascarenhas e Vilela (2013) criaram um novo equipamento e método de

analise para a PIC (figura 1B), que demonstrou haver forte correlagao (r=0,82) com o
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método invasivo, em estudo realizado por Cabella et al. (2016), com ratos Wistar,
tornando-se seguro e criando outras possibilidades de estudos que antes s6 eram

realizados em leito hospitalar, porém com possiblidades de infecgao.

Ventriculostomia Intraparenquimatoso

Subdural

Aracnoide

Ventriculo
lateral

Figura 2 - Monitorizagdo da pressdo intracraniana

Figura 2: Métodos de analise da PIC. A: método de analise invasivo, e seus trés tipos de colocagao
dos cateteres (intraventricular, intraparenquimatoso, e subdural); B: método analise nao invasivo
(Braincare®), utilizado em seres humanos, colocado sobre o osso temporal.

Desta forma, avaliamos a PIC de maneira nao invasiva, pela analise da
morfologia da forma de onda da PIC, e através da razdao P2/P1, a qual se for >1
significa que o P2 esta acima de P1, portanto, com prejuizo da complacéncia
cerebral. E na sequéncia avaliamos a caracteristica de classificagdo morfolégica da
onda da PIC. Além da avaliagcdo da morfologia das curvas de pressao da PIC
avaliamos comportamento da razao P2 / P1 da PIC, e a morfologia cerebral, assim
como a PA em relagdo ao desenvolvimento da obesidade e suas alteragdes
metabdlicas, pois tentamos avaliar as interferéncia da obesidade sobre a morfologia
do sistema nervoso, e consequente aumento da razdo P2 / P1, podendo se

enquadrar em um estado potencialmente patologico.

A classificacdo morfolégica seguiu a classificacdo de Nucci et al. (2015), em
que demonstra quatro subtipos, das ondas demonstrados na figura 3 abaixo. O
processo patologico, segue um processo de desenvolvimento, através do aumento
da P2, sobre P1, e continuando posteriormente 0 aumento de P2 mas com aumento
de P3 também sobre P1; seguindo uma diminuigdo drastica do registro da P1, indo

ao desenvolvimento de uma curva em sino.
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Figure 3: Tipos de morfologias das formas de onda da Presséao Intracraniana (PIC). A) Classe | —
Normal; B) Classe Il — Potencialmente patolégica; C) Classe lll — Semelhante a patolédgica; D e E)
Classe |V — Patolégica. Retirado de Nucci e colaboradores 2015.

3. JUSTIFICATIVA

Devido a forte relagcdo encontrada entre obesidade e hipertensdo ja
amplamente estudada, e haver grandes indicios de relagdo entre a obesidade,
hipertensdo e a pressao intracraniana, este trabalho torna-se um ponto chave e
inovador para futuros estudos, ja que este projeto tenta prospectar informacdes
sobre esta relagcao entre obesidade, PIC e HA buscando entender estes efeitos ao
longo do tempo sobre a morfologia cerebral e a morfologia de forma de onda da PIC.

Desta forma, a pressao intracraniana, que antes nao poderia ser avaliada fora
do leito hospitalar, com o novo aparelho citado neste projeto, abre-se esta
oportunidade experimental e clinica para estudos aprofundados sobre o tema ainda
pouco estudado, e os fatores ambientais que podem exercer influéncia sobre esta
variavel. A PIC avaliada de forma nao invasiva, além de ser uma inovagao nacional
reconhecida internacionalmente, fornece indices quantitativos com extrema
precisdo, e pode ter importante valor socio-econémico, ao permitir agdes preventivas

na identificacdo de casos que podem evoluir para o AVC, por exemplo.

4. OBJETIVO
4.1. Objetivo Geral

Avaliar e prospectar a influéncia da obesidade sobre a pressao arterial e a
pressao intracraniana.
4.2. Objetivo Especifico

Avaliar o comportamento da PIC através da morfologia da forma de onda da

PIC, picos P1, e P2 durante o desenvolvimento da obesidade em ratos;
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Categorizar a obesidade em ratos Wistar, por valores de referéncia;

Quantificar e avaliar a inflamagédo cronica relacionada a obesidade com

relacao a hipertensao e a PIC de ratos;

Avaliar a morfologia cerebral da matéria cinza do cértex motor primario (M1)

de ratos;

Quantificar e comparar a quantidade de células do cértex motor primario (M1)

de ratos;
Quantificar e avaliar os lipideos no cérebro de ratos;

Quantificar e avaliar o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) em

relagdo ao desenvolvimento da obesidade;

Avaliar possiveis efeitos das variaveis analisadas em relacdo a obesidade

utilizando métodos de analise “time-course”.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho de doutorado foram utilizados um total
de 63 ratos Wistar machos, com idade inicial de 45 dias, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), e divididos em dois
estudos. No entanto, dois animais foram descartados por patologias e retirados do
estudo, permanecendo com 61 animais. O estudo 1, estudo longitudinal, utilizou 16
animais divididos nos grupos Obeso (OB, n=9) e Nao Obeso (NOB, n=7), e o
desenho experimental pode ser observado na figura 2, sendo que os animais OB
receberam dieta hiperlipidica e os animais NOB receberam dieta padréo. O estudo
2, estudo transversal, foi divididos em dieta padrao (DP) e dieta hiperlipidica (DH), e
subdivididos por semanas de analise, que sao detalhados abaixo na figura 3, em
desenho experimental transversal, sendo avaliados e eutanasiados a cada 8
semanas (S0, S8, S16 e S24). Todos os animais foram aclimatados durante 60 dias,
recebendo dieta padrdao, e com 105 dias de vida foram selecionados
randomicamente para os grupos e estudos propostos.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com trés animais por caixa,
e permaneceram no Biotério do Laboratorio de Nutricdo e Metabolismo Aplicados ao

Exercicio, do Departamento de Educacdo Fisica e Motricidade Humana, em
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temperatura ambiente entre de 24 + 2°C e luz controlada em ciclo de 12h
(claro/escuro). A agua e a comida foram ad libitum. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFSCar (parecer
CEUA N 8239170317) e seguiram as normas do Concelho Nacional de Cuidados e
Experimentacdo Animal (CONCEA).

5.2. Desenhos Experimentais

5.2.1. Estudo 1: Os grupos experimentais foram compostos por 9 animais por
grupo (NOB, n=9, e OB, n=9). No entanto, apds falecimento de dois animais do
grupo NOB, sendo seus dados retirados do estudo, o grupo NOB ficou com n=7.
Todos os animais foram avaliados de maneira nao invasiva durante 24 semanas. O

desenho experimental pode ser visto abaixo, na figura 4.

NOB, n=7
6\? ) |:> 6\2\) )~ ‘ Avalia¢do a cada 4 semanas
) 60 dias de
45 dias adaptacdo 105 dias OB. n=9
S0 S12 524
XA DXA DXA
PIC PIC PIC

PA PA

Figura 4: Desenho experimental do estudo 1 (Longitudinal).

5.2.2. Estudo 2: Os grupos experimentais foram compostos por 9 animais por
grupo, sendo subdivididos por semanas de avaliagdo. As avaliagdes foram
realizadas a cada 8 semanas e o0 animal eutanasiado apos as analises nao
invasivas, referentes a sua semana. As demais avaliagbes foram realizadas apos
coleta de tecidos, detalhado abaixo nas suas respectivas metodologias. O desenho
experimental pode ser visto abaixo, na figura 5. Os animais foram subdivididos da
seguinte forma:

* Grupo dieta padrido (DP): Dieta padrao inicial (S0-DP), Dieta padrao semana 8

(S8-DP), Dieta padrdao semana 16 (S16-DP), Dieta padrao semana 24 (S24-

DP).
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* Grupo dieta hiperlipidica (DH): Dieta hiperlipidica semana 8 (S8-DH), Dieta
hiperlipidica semana 16 (S16-DH), Dieta hiperlipidica semana 24 (S24-DH).

‘ Indugdo da obesidade ‘

. Avaliacdo a cada 8 semana ‘

45 dias de idade 60 dias de 105 dias de idade{ ’ it 8 semanas \
| I |
I

adaptagdo
CQ:? — CQ:;: | |
Eutanasia | S 0-CD | S8-DP 516-DP $24-DP
S S8-DH $16-DH S24-DH

>

Figura 5: Desenho experimental do estudo 2 (Transversal)

5.2.4. Randomizagao dos animais e eutanasia

Os animais foram pesados na sua chegada (45 dias) e distribuidos em caixas
coletivas, por peso semelhante dos animais. Apds os 60 dias de adaptacéao, todos os
animais foram pesados novamente, e realizado distribuicdo para os grupos
experimentais de forma randémica, através de quartis, e divididos por peso
semelhantes nas caixas. A eutanasia dos animais foi realizada por decapitagao, com

horario pré-definido para cada animal, que permaneceu em jejum de 12 horas.

5.3. Composicgao das dietas

5.3.1. Dieta Padrao

Como dieta padrdo, foi utilizado ragdo balanceada da marca Agromix® (Séo
Paulo, Brasil). A composi¢ao nutricional conforme a especificacdo do fornecedor
para cada 100g foi de: 22,81g de proteina; 39g de carboidrato; 4,89 de gordura;
5,82g de fibras, e sua densidade caldrica de 3,854 Kcal/g, e utilizado nos grupos
NOB (estudo 1) e DP (estudo 2).

5.3.2. Dieta Hiperlipidica

A dieta hiperlipidica (DH) para desenvolver obesidade em ratos foi
padronizada por Estadella et al. (2004) e também utilizada em outros trabalhos
publicados pelo nosso laboratério (DUARTE et al, 2008, 2012; OISHI et al., 2018).

Essa dieta € preparada pela mistura de: trés parte de ragdo balanceada; duas partes
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de amendoim torrado; duas partes de chocolate ao leite; e uma parte de bolacha
maisena. A composicao nutricional conforme analise contratada para cada 100g foi
de: 18,12g de proteina; 32,9g de carboidrato; 20g de gordura; 2,97g de fibras, e sua
densidade caldrica de 4,665 Kcal/g. A densidade caldrica foi determinada através do
calorimetro adiabatico (IKA-5000), sendo utilizada nos grupos OB (estudo 1) e NOB
(estudo 2)

5.4. Analises

5.4.1. Controle de Peso e Consumo Alimentar

Durante todo o periodo experimental, o consumo alimentar de cada animal foi
controlado diariamente e o peso do animal foi controlado trés vezes por semana. Os
valores obtidos pela pesagem em balanca analitica foram anotados em fichas
individuais (DAMASO, 1996), e apenas para controle de ingesta e peso dos animais,
para um possivel disturbio patoldégico apresentando perda de peso ou consumo
alimentar, fato este que indicou a exclusdo de dois animais do experimento. Para
analise de composicao corporal foi utilizado Absor¢céo de Raios X de Dupla Energia
(DXA).

5.4.2. Composicao corporal

Para analise de composi¢ao corporal foi utilizado o DXA (Discovery A, Hologic
Inc.°~ Beldford, MA — USA). Os animais, apdés serem anestesiados foram
posicionados ventralmente no centro do scanner. Foi analisado Massa livre de
gordura (MLG (g)), Massa corporal total (MT (g)) Gordura corporal (%g), e Conteudo
mineral 6sseo (CMO (g)). O instrumento foi calibrado a cada inicio de avaliagao,
sempre realizado no periodo da manha com os animais sedados por Ketamina (80

mg/Kg) e Xilazina (32 mg/Kg).

5.4.3. Perfil lipidico e glicemia

As determinacdes bioquimicas do soro, Colesterol total, HDL-colesterol e

Triglicerideos, foram realizadas por método colorimétrico enzimatica através dos kits
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Laborclin  Produtos para Laboratérios Ltda (Pinhais/PR ), seguindo as
recomendagdes do fabricante. A glicemia foi realizada através de glicosimetro
Roche®, por fita pela cauda do animal, coletado antes da eutanasia. Os animais
permaneceram em jejum de 12 horas antes da eutanasia seguindo as

recomendagdes para analises posteriores.

5.4.4. Pressao arterial e Frequéncia Cardiaca, método nao invasivo

A pressao arterial (PA) e a Frequéncia Cardiaca (FC) foram determinadas
através de sensor de registro de pressao de volume (VPR) caudal de PA nao
invasivo, Insight® V3.0, com o animal acordado e com restricbes de movimento. Um
tubo de medida semelhante ao contentor de movimento era colocado nas caixas dos
animais trés a cinco dias antes da avaliacdo, para adaptagdo e diminuigdo do
estresse. Foram realizadas trés a cinco afericdbes para cada animal, em cada
avaliacdo, sendo estipuladas médias entre elas para analise. Foram aferidas
pressao arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastolica (PAD), pressao arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Para isto o animal era pré-aquecido em
local designado a uma temperatura préxima de 60°C, para dilatacdo da artéria

caudal. Estas analises, somente foram possiveis a partir da semana 12.

5.4.5. Pressao intracraniana, método nao invasivo

A morfologia da onda de pressao intracraniana foi avaliada com os ratos
anestesiados com Ketamina (80mg/kg) e Xilazina (32mg/kg) e mantidos com
respiracao espontanea. Esta analise foi realizada no mesmo periodo de avaliacédo da
composig¢ao corporal, durante o periodo da manha. Foi utilizado sensor nao invasivo
Braincare® BcSs PICNI 1000, fixado em estereotaxico, e colocado sobre a cabega
do animal, na regido parietal. Os dados foram coletados no equipamento Braincare®
BcMM 3000 com taxa de aquisigcdo de 100Hz durante o periodo de 10 minutos. Os
dados foram carregados no sistema Braincare analytics para posterior analise.

O sistema entrega grafico, pulso a pulso, assim como dados médios a cada

minuto, da morfologia da forma de onda da PIC, frequéncia cardiaca, P1 e P2 (em
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mV), tempos t1 e t2 (tempo para os picos P1 e P2 (s)), e time to peak (TTP, tempo
para o inicio do primeiro pico).

Sendo assim, foi realizado a medida da amplitude das curva P1 e P2, e
realizado a razéo entre P2 e P1 (P2 / P1) para cada minuto, e realizando média da
razdo P2/P1 do tempo de observacao total de cada animal. Na sequéncia, foi
complementado com analise observacional da morfologia da onda, em relagao a
classificagdo citada por Nucci et al. (2016). Esse modelo de avaliacao foi
previamente avaliado e validado por Cabella et al. (2016), com forte correlagéo de
Pearson (0,82) com o método invasivo.

Ademais, logo abaixo é possivel observar na figura 6B a metodologia de
analise da morfologia de curva da PIC, registrada em amarelo, durante sua analise.
A figura 6A a seguir, demonstra o animal posicionado no estereotaxico para as

medidas.

f

P

Figura 6: Analise da morfologia de onda da pressé&o intracraniana, modelo experimental. 4A: animal
sedado fixado ao estereotaxico, com sensor sobre o lobo parietal. 4B: gravagdo de dados pulso a
pulso. Sinal de morfologia da forma de onda ICP (amarelo).

5.4.6. Histologia

Foram coletados trechos de 3 milimetros de corte transversal do cérebro do
lobo parietal (interaural = 6,72mm e bregna = -2,28mm) seguindo mapa histoldgico

de Paxinos; Watson (2005). As amostras foram rapidamente embebidas na solugao
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fixadora de Karnovsky modificada, contendo solugdo de glutaldeido 3% (Merk,
Alemanha) e formalina 10% por 72 horas. Em seguida, o material foi lavado em agua
corrente, submetido a desidratagdo com passagens sucessivas em solugdes de
concentragdes crescentes de etandis (70% a 100%) e diafanizado por xilol.

A incluséao foi realizada em parafina histolégica. Foram realizados cortes de
6 um de espessura em um micrétomo (Leica, DMR®) e coletados em laminas de
vidro para microscopia. Apos isso, foram desparafinizados em estufa a 58° C e
banhados em séries de xildis, hidratados em solugdes de concentragcdes
decrescentes de etandis e lavados em agua destilada.

A coloracao foi realizada com Hematoxilina—Eosina (HE) e utilizado para
aquisicdo de imagem, o “Scanner’ Panoramic Desk” (3DHISTECH®, Budapest,
HUNGARY) com objetiva de 40X para digitalizar laminas histolégicas coradas. Para
analise das medidas de espessura da matéria cinza (um) e contagem de células foi
utilizado o software Image J (public domain Java® image processing program, NIH).
Foram analisadas a espessura da matéria cinza do coértex motor primario (M1),
quantidade de células totais das camadas granular e piramidal (Il e Ill) e também da
camada piramidal (V) desta mesma area (M1); além da quantidade de células

piramidais encontrada nas camadas lI-lll, e V.

5.4.7. Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatico (ELISA): IL-18, BDNF,

Leptina, e 11 B Hidroxiesterdide Desidrogenase tipo 1.

As concentracbes séricas de Interleucina 1B (IL-1B), Fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), Leptina e 11B - Hidroxesterdide Desidrogenase tipo 1
foram realizadas a partir da coleta do soro e determinadas pelo método de Ensaio
de imunoabsorg¢ao enzimatico (ELISA), seguindo as especificagdes correspondentes

dos Kits comerciais.

Desta forma, o sangue coletado na eutanasia foi acondicionado em tubos
sem anticoagulante por aproximadamente 2 horas até a sua coagulagdo. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos. O soro
resultante desta centrifugacao foi aliqiotado em microtubos e congelado a -80°C. As
microplacas de alta afinidade foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-

citocinas e permaneceram “overnight” a temperatura ambiente. Apds bloqueio com
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tampao fosfato salina (PBS), as placas foram lavadas, adicionados sobrenadantes e

efetuados curvas padrao de citocinas recombinantes.

As placas foram mantidas a temperatura ambiente e em seguida, foi realizada
a nova lavagem. Foram adicionados anticorpos anti-citocinas biotinilados e mantidos
por tempos e temperatura especificos. Os resultados foram expressos em densidade

Optica e feito as curvas e equacdes para calculo das concentragdes em pg/mL.

5.4.8. Massa cerebral e conteudo de lipideo cerebral

ApOs eutanasia por decapitacdo o cérebro foi coletado, pesado
imediatamente, e aliquiotado para futuras analises. Posteriormente, foi realizado sua
relativizacdo da massa cerebral (MC) para cada 100g da massa corporal total (MT).
O conteudo de lipidios se deu através de analise de 200mg de tecido
homogeneizado com cloroférmio, filtragem e suspensdo de outras substancias,

seguindo protocolo de Folch, Lees, e Stanley (1957).

5.5. Analise estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a
homocedasticidade e homogeneidade dos dados, por meio de média + desvio
padrao. No estudo 1, calculou-se a area sob a curva e realizou-se a analise de
variancia intergrupos (ANOVA Two-Way) com post-hoc de Bonferroni, para analises
realizadas nas 24 semanas. Para PAD, PAS, PAM e FC foi realizado um teste t-
Student independente apds o calculo da area entre as semanas 12 e 24. No estudo
2, foi realizado analise de variancias intergrupos (ANOVA One-Way) com post-hoc
de Tukey, e Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunns para variavel ndo paramétrica. O
teste g de Hedges corrigido foi utilizado para observar o tamanho do efeito entre as
médias de dois grupos na semana 24, e utilizado a escala d de Cohen para analisar
o tamanho do efeito em linguagem comum (TDE-LC) de McGraw e Wong para
analisar as probabilidades. A analise estatistica foi realizada através do software
SPSS v.22. O nivel de significancia adotado foi p<0,05.

6. RESULTADOS
6.1. Estudo 1
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O estudo longitudinal demonstrou a influéncia da dieta na composi¢cao
corporal dos animais ao longo do tempo de estudo. Desta forma, a dieta hiperlipidica
promoveu aumento da massa corporal e do percentual de gordura corporal dos
animais OB em relagao ao grupo NOB. A Figura 7A demonstra o evolugdo da massa
corporal total ao longo das 24 semanas de tratamento, sendo possivel observar que
os ratos obesos (OB) iniciaram com a mesma condigdo do grupo NOB, mas
obtiveram uma massa corporal muito maior ao final do tratamento.

A obesidade foi classificada primeiramente na semana 12 pela MT com o
grupo OB apresentando 601,1 + 50,7g, semelhante aos dados de Leopoldo et al.
(2016), que apresentam como valor de referéncia 546 + 56g para ratos iniciantes
obesos, porém em 15 semanas de experimento. ANOVA two-way demonstrou uma
interacao entre a covariavel tempo e os grupos (F = 10,42; p = 0,0029). Observa-se
ainda, que os animais NOB também ganham peso com o tempo, entretanto a dieta
aplicada ao OB apresenta um maior aumento da massa corporal em relagdo ao
NOB, podendo ser observado com um aumento mais significativo da semana 12

(p<0,05) para a semana 24 (p<0,001 ) mostrado na figura 7B.
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Figura 7: Massa corporal total (MT) por DXA. NOB = ratos nao obesos (azul); OB = ratos obesos
(vermelho). 7A Desenvolvimento da massa corporal ao longo de 24 semanas (médias do grupo). 7B
Area sob a curva entre os periodos 0 - 12 semanas e entre 12 - 24 semanas com ANOVA de duas
vias com post-hoc de Bonferroni. * Diferente entre semanas do mesmo periodo (p<0,05, periodo de 0
a 12 semanas e p <0,001 de 12 a 24 semanas) # diferente entre os grupos (p<0,001).

Com relagao ao %g, ANOVA two-way ndo demonstrou interagdo entre os
grupos e a covariavel tempo (F = 3,394; p = 0,0747). Porém, os ratos OB
apresentaram grande aumento (p<0,001) durante o periodo de tratamento em
relacdo ao NOB, que se manteve constante. A diferenca cresce ainda mais da

semana 12 para a semana 24 observada através do aumento na significancia, bem
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como através da massa corporal, € demonstrada na figura 8B e o maior acumulo de

gordura no OB é mostrado na figura 8A.
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Figura 8: Gordura corporal (%g) por DXA. NOB = ratos ndo obesos (azul); OB = ratos obesos
(vermelho). 8A Desenvolvimento do percentual de gordura ao longo de 24 semanas (médias do
grupo). 8B Area sob a curva entre os periodos de 0 a 12 semanas e entre 12 a 24 semanas. ANOVA
de duas vias com post-hoc de Bonferroni. *Diferente entre semanas do mesmo periodo (p<0,05,
periodo de 0 a 12 semanas e p<0,001 de 12 a 24 semanas) # diferente entre os grupos (p <0,001).

Também foi observado no estudo 1 aumento significativo da MLG no grupo
OB em relagdo ao grupo NOB, havendo interagdo entre os grupos e a covariavel
tempo (F = 5,576; p = 0,0245). O desenvolvimento da MLG durante o periodo pode
ser visto na figura 9A. Embora a massa corporal comece na mesma condicao inicial,
0 %g e MLG foram diferentes entre os grupos na semana 0, como pode ser visto na
tabela 1. No entanto, houve um aumento significativo entre os grupos entre as

semanas 12 e 24, demonstrado pela estatistica (p<0,001) na figura 9B.
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Figura 9: Massa livre de gordura por DXA (MLG). NOB = ratos n&o obesos (azul); OB = ratos obesos
(vermelho). 9A desenvolvimento da MLG ao longo de 24 semanas. 9B Area sob a curva entre 0 - 12
semanas e entre 12 - 24 semanas. ANOVA de duas vias com post-hoc de Bonferroni. *Diferente entre

semanas dos mesmos periodos (p<0,001, periodo de 12 a 24 semanas) #diferente entre os grupos
(p<0,001).

Como pode ser observado na figura 10, abaixo, a massa total dos musculos

gastrocnémios, extensor longo dos dedos (EDL), e s6leos de ambos os lados (direito
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e esquerdo) retirados durante a eutanasia da semana 24, demonstrou um aumento
estatistico do grupo OB em relagdo ao grupo NOB (OB = 7,36 + 0,20 g vs NOB =
6,37 £ 0,17 g), demonstrado na figura 10A. Paralelamente, é possivel observar o
mesmo efeito e diferenca estatistica sobre o conteiudo mineral 6sseo (CMO), nos
mesmo grupos (OB = 18,11 + 0,54 g vs NOB = 14,53 £ 0,25 g), demonstrado na
figura 10B.
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Figura 10: Massa muscular e conteddo mineral 6sseo (CMO). NOB = ratos nao obeso (azul); OB =
ratos obeso (vermelho). 10A Somas dos musculos: gastrocnémio, extensor longo dos dedos (EDL) e
soleus (direito e esquerdo). 10B Contetudo mineral ésseo (CMO). Teste t-Student Independente. *p
<0.005.

Em relacdo a razdo P2/P1 das onda da PIC, ndo houve interagcdo entre os
grupos e a covariavel tempo (F = 1.299; p = 0,2629). No entanto, os ratos NOB
demonstraram uma diminuicdo razdo P2/P1 na semana 8, demonstrado na figura
11A e ficando abaixo do grupo OB, durante o periodo de tratamento (p = 0,0001)
entre 12-24 semanas, demonstrado na figura 11B. O valor de repouso encontrado
no inicio do experimento, no grupo OB, foi mantido até o final do experimento com
algumas flutuagdes. As flutuagcbes também existiram no grupo NOB, mas
permaneceu sempre abaixo do grupo OB, como pode ser visto na figura 11A. Os
valores iniciais e finais sdo apresentados na tabela 1, como caracterizagcao da
amostra.

Apesar dessa diferenca entre as razdes de P2/P1 entre grupos, nao foi
encontrado grandes alteragdes estatisticas ao longo do tempo, ou seja, durante as
semanas de analise. Esta manutencao da razao do grupo OB levemente acima do

grupo NOB traz esta diferenga na area sob a curva a partir da oitava semana. Além
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da queda dos valores do grupo NOB na semana 8 houve, na semana 12 houve um
pequeno aumento na razdo P2/P1 no grupo OB, com alguns animais apresentando
uma razao entre 0,7 e 0,75 até o final do experimento. No entanto, essa relagao
P2/P1 é apresentada como classe |, normal, pois P2 nao ultrapassou os valores de
P1. Na figura 12 a seguir, pode ser observado o aumento da P2 no grupo OB em

relacdo ao grupo NOB na mesma semana.
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Figura 11: Pressao intracraniana (PIC), ndo invasiva. NOB = ratos ndao obesos (azul); OB = ratos
obesos (vermelho). 11A Desenvolvimento da proporcdo de ICP em 24 semanas. 11B Area sob a
curva entre os feriodos 0 - 12 semanas e entre 12 - 24 semanas. ANOVA de duas vias com post-hoc
de Bonferroni. "Diferente entre os grupos (p<0,001).
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Figura 12: Morfologia da onda da PIC analisada pelo sistema Braincare Analytics. A, B) Amostragem
continua da morfologia da forma de onda ICP de ratos ndo obesos (NOB) no minuto 5. C, D)
Amostragem continua da morfologia da onda da PIC de ratos obesos (OB) no minuto 5. A, C) Sinais
coletados pulso a pulso por 1 minuto; B; D) Pulso médio por minuto mostrando os valores coletados,
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como amplitude P1, tempo P1 (t1), tamanho da amostra no minuto, tempo do pulso, frequéncia
cardiaca e tempo até o P1 (TTP).

Como pode ser visto abaixo, na Tabela 1, o desvio padrdo encontrado,
demonstra que os animais do grupo OB apresentaram maior variabilidade nos

dados.

Tabela 1: Caracterizagdo das amostras, nos periodos inicial (S0) e final (S24). OB = obeso e NOB =
nao obeso. Relacdo de presséao intracraniana (PIC); Massa corporal total(MT); Gordura corporal (%Q);
Massa livre de gordura (MLG); Pressao arterial sistdlica (PAS); Pressao arterial diastdlica (PAD);
pressao arterial média (PAM); Frequéncia cardiaca (FC). Teste t-Student pareado para o intragrupo
inicial e final, e ndo pareado no mesmo periodo, entre os $grupos. * p<0,0001, diferente do periodo
intragrupo inicial. #p<0,0001, diferente do grupo NOB final; ® p<0,05 diferente do grupo NOB inicial. !
PAS, PAD, PAM, e FC teve avaliagao inicial na semana 12.

NOB OB
SO S24 SO S24
Meédia + dp Média + dp Meédia + dp Meédia + dp
PIC (UA) 0.65+0.10 0.57 + 0.07 0.66 + 0.12 0.65 =+ 0.09"
MT (g) 4409 + 9.4 556.6 + 23.1%* 4429+ 11.0 689.0 + 73.8*"
%g 13.21 +2.45 13.99 +2.15 1029 +2.21° 24.79 + 4.45 **
MLG (g) 382.6 + 14.1 480.1 £24.6 * 396.9 + 13.4° 519.1 + 34.9%
PAS (mmHg) ' 152+ 13 139+ 11 159 + 14 141 +2
PAD (mmHg)' 117+ 11 103+ 7 120 + 13 105+5
PAM (mmHg) ' 128 + 25 114+ 8 133+ 14 120 + 8
FC (bpm) ' 315+26 302+ 14 353 +£22 333 +24%

Para a analise das variaveis hemodinamicas de PAD, PAS e a PAM, obtidas
a partir da semana 12 em que a obesidade foi estabelecida, nao apresentaram
diferenga estatistica entre os grupos, como pode ser visto nas figuras 13A, 13B e
13C, respectivamente. Porém, a FC dos animais OB foi maior do que o grupo NOB

no mesmo periodo (p<0,05), conforme demonstrado na figura 13D a seguir.
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Figura 13: Variaveis hemodinamicas, pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC). NOB = ratos
nao obesos (azul); OB = ratos obesos (vermelho). Soma das areas entre as semanas 12 e 24. 13A
Pressao Arterial Diastolica (PAD), 13B Pressao Arterial Sistolica (PAS), 13C Pressao Arterial Média
(PAM), 13D Frequéncia Cardiaca (FC). *Diferenga entre grupos (p<0,05).

6.2. Estudo 2

Composicao corporal, peso relativo cerebral e conteudo de lipideos

Os resultados deste estudo demonstram o desenvolvimento da obesidade
dos animais alimentados com dieta hiperlipidica em consonancia com o estudo 1.
Desta forma, é possivel observar na figura 14 que o grupo S24-DH apresentou
diferenga estatistica do %g em relagdo a condigao inicial (SO-DP = 13,10 + 2,06%g
vs W24-HFD = 23,79 £ 5,13%g) e em relagdo ao grupo controle (S24-DP = 13,96 +
2,48%g vs S24-DH = 23,79 £ 5,13%g), havendo uma probabilidade do %g ser 94,1%
maior no grupo DH ao final do tratamento (d=2,21; IC: 0,96 — 3,46). Os grupos DP
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nao apresentaram alteragao do percentual de gordura em nenhum momento durante
o tratamento.

Com relacado a MT, todos os grupos apresentaram aumento de peso corporal
para S0-DP, porém, como pode ser observado na figura 14, os grupos DH ganharam
muito mais peso e de forma bem rapida. (SO-DP = 430,82 + 4,77g vs S24-DH =
688,99 + 73,82g). Também houve diferenga estatistica entre os grupos na ultima
semana (S24-DP = 559,01 + 26,13g vs S24-DH = 688,99 + 73,82g), tendo
probabilidade da MT ser 93,2% maior em S24-DH (d=2,11, IC: 0,88 — 3,33). Este
aumento vertiginoso no peso corporal do grupo DH, também demonstrou diferenca
entre grupos, nos momentos avaliados nos cortes transversais, antes mesmo da 24?2
semana, assim como dos demais grupos DP, como demonstrado na figura 14D.

Também foram observados aumentos no grupo S24-DH para MLG e CMO,
sendo que para MLG, foi encontrado diferenca estatistica do S24-DH em relacédo ao
SO0-DP (SO0-DP = 374,29 + 46,91g vs S24-DH = 519,11 + 34,94g), e também
encontrando diferenca entre S24-DH para S8-DP, S8-DH, S16-DP e S16-DH. No
entanto, nao foi observado diferenca estatistica entre S24-DP e S24-DH, mas houve
uma probabilidade de 78,4% da MLG ser maior em S24-DH (d=1,1, IC: 0,05 — 2,17).
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Figura 14: Composicédo corporal por DXA, peso cerebral relativo, e contelido de lipideos cerebrais.
14A, Percentual de gordura (percentual relativo & massa corporal total); 14B, Massa livre de gordura;
14C, Conteudo mineral 6sseo; 14D, Massa corporal total; 14E, Peso relativo do cérebro em relagéao a
100g de massa corporal; 14F, Conteudo de lipideos no cérebro para cada grama de tecido. *
diferenga para S0-DP; # diferenga para grupo controle na mesma semana; ° diferenca para S8-DP e
S16-DP; ° diferenca para S8-DH e S16-DH; ° diferenca para S8-DP; & diferengca somente para S8-DH.
p<0,05.
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Com relagdo ao CMO houve um aumento de ambos os grupos a partir da
semana 8, assim como entre S24-DH e S24-DP. Houve aumento estatistico de S24-
DH em relagcéo ao S0-DP (S0-DP = 11,04 £ 0,19g vs S24-DH = 18,11 £ 1,62g) assim
como entre grupos ao final do experimento (S24-DH = 18,11 + 1,62g vs S24-DP =
14,56 + 1,049). Este aumento do S24-DH em relacdo S24-DP, a CMO obteve uma
probabilidade de 95,4% ser maior em S24-DH (d=2,39, IC: 1,10 — 3,68), como
observado na figura 14.

Houve diferenca estatistica entre todos os grupos DH e S0-DP, considerando
0 peso relativizado do cérebro (g/100g de PC do animal), sendo que ao final da
semana 24 houve a seguinte diferenca, S24-DH = 0,34 + 0,06 g/100g vs SO-DP =
0,42 £+ 0,05 g/100g. No entanto, nao foi observado diferenca dos grupos DP para SO-
DP. Foi observado diferenga entre o grupo S16-DP e S8-DH, assim como dos
grupos DH em relagdo aos grupos DP em momentos anteriores, como pode ser
observado na figura 14E. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre S24-DP e
S24-DH, e S24-DH apresentou MC com probabilidade de 70,7% ser menor em
relacdo ao S24-DP (d=0,77, IC: -0,26 — 1,79). Em relagdo ao conteudo de lipideos
cerebrais ndo houve diferenga estatistica entre grupos em nenhum momento,
porém, e houve uma probabilidade de 68,7% de LC ser menor em S24-DH em
relacdo ao S24-DP (d=0,69, IC: -0,32 — 1,71).

Pressao arterial, Frequéncia cardiaca, e Pressao Intracraniana

Com relagao as variaveis hemodinamicas de PA E FC de repouso nao foi
observado diferenga estatistica entre grupos, apesar da FC ter ficado préoximo de
uma diferenca entre grupos na semana 24 (p=0,059). Foi encontrada uma
probabilidade de 88,8% da FC ser maior em S24-DH (d=1,72, IC: 0,56 — 2,87). A
probabilidade da PAS ser maior em S24-DH foi de 52,2% (d=0,08, IC: -0,91 — 1,07),
PAD de 51,7% (d=0,06, IC: -0,93 — 1,05), e PAM de 50,8% (d=0,03, IC: -0,96 —
1,02). Ademais, todos os grupos apresentaram valores de PA acima dos valores de
normalidade como pode ser observado nas figuras 15A, 15B, 15C e 15D.

Apesar das variacdes da PA e PIC registradas, este estudo ndo encontrou
diferenca estatistica da razao P2/P1 da morfologia da onda da PIC, como pode ser

observado na figura 15E, diferente do estudo 1. Porém, houve uma probabilidade de
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70,4% em ser maior em S24-DH em relagcdo ao S24-DP (d=0,76, IC: -0,27 — 1,78) e
64,8% maior que SO-DP (d=0,54, IC: -0,40 — 1,48) devido a algumas flutuacées e
variabilidade dos dados do grupo DH. Estes resultados sugerem nao haver
alteracdes da razdo P2/P1 entre grupos, havendo uma probabilidade de aumento no
grupo DH e manutencéo do grupo DP em relagao a SO-DP. Além do mais, a razao
P2/P1 da PIC permaneceu em todos os momentos abaixo de 1, ndo demonstrando
alteracdo na morfologia da forma de ondadas curvas durante as analises, sendo

classificadas como normais (classe ).



43

Pressao Arterial Sistélica (PAS) Pressao Arterial diastélica (PAD)

=]
[=]

2009 150=

D 150- =
= L 100-
= =
£ 100+ §,
n Q 50
E 50+ n<_
0~ T 0- T
X X
2 B 2 B
Presséo Arterial Média (PAM) Frequéncia Cardiaca (FC)
C
150+ IE' 400+
i il
(=2} — 3004 L
:g 1004 =
Q.
= 2 2004
5 50+ ﬁ_’
o 1004
0- T 0~ T T T
X N K *
) B ) Eig B
Grupos

Razao P2/P1

P2/P1 (UA)

Figura 15: Analise hemodindmica e da presséo intracraniana (PIC). 15A, Pressao arterial sistdlica
ndo invasiva entre as semanas 16 e 24; 15B, Pressdo arterial diastdlica ndo invasiva entre as
semanas 16 e 24; 15C, Pressdo arterial média ndo invasiva entre as semanas 16 e 24; 15D,
Frequéncia cardiaca ndo invasiva entre as semanas 16 e 24; 15E Raz&o P2/P1 da morfologia de
onda da presséo intracraniana ndo invasiva entre grupos obesos e controle durante.



44

Perfil lipidico e glicemia

Com relagao ao perfil lipidico e glicemia, foi encontrado diferenga estatistica
entre os grupos como pode ser observado na figura 16. Observou-se aumento da
glicemia dos grupos DH, sobre os grupos dieta padrao em todos os momentos
analisados, sendo que, na semana 24, os valores encontrados (S24-DH = 119,78 +
9,04 mg/dL e S24-DP = 91,57 + 8,52 mg/dL), além da probabilidade de 100% da
glicemia ser maior em S24-DH (d=3,2, IC: 1,58 — 4,46), assumindo valores da
condigao diabética. Foi observado aumento do S24-DH em relagdo ao SO-DP (SO-
DP =101,0 £ 11,8 mg/dL vs S24-DH = 119,78 + 9,04 mg/dL). No entanto, os grupos
DP nao diferenciaram do S0-DP durante o periodo de tratamento.

O HDL diminuiu em S8-DH e S16-DP em relagdo ao SO0-DP. Na semana 16 o
grupo S16-DH foi maior que o S16-DP (S16-DP = 27,64 + 7,02 mg/dL vs S16-DH =
46,29 *+ 9,35 mg/dL) e o grupo S16-DH também foi maior que o S8-DH, porém sem
diferenca estatistica entre S24-DP e S24-DH, mas com uma probabilidade de 76,4%
de ser maior em S24-DH (d=1,02, IC: -0,03 — 2,07). O colesterol, por sua vez,
diminuiu em todos os grupos com excecao de S16-DP e 24-DP. Também nao foi
encontrado diferenga estatistica entre S24-DP e S24-DH, tendo probabilidade do
colesterol de ser 55,3% menor em S24-DH (d=0,19, IC: -0,8 — 1,18). Ja o triglicérides
aumentou na semana 8 nos dois grupos, no entanto, com maior aumento do S8-DH.
Foi observado em todos os demais grupos uma diferenga somente em relagcéo a
este aumento do S8-DH. Sem diferenga estatistica entre S24-DP e S24-DH e uma
probabilidade do triglicérides de 65,1% ser menor em S24-DP ao final do tratamento
(d=0,55, IC: -0,45 — 1,56).
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Figura 16: Variaveis hematoldgicas em jejum. 16A, Glicemia; 16B, Lipoproteina de Alta Densidade
(HDL); 16C, Colesterol; 16D, Triglicérides. *diferenga para S0-DP; #difereng:a para grupo controle na
mesma semana; ° diferenga para S8-DP e S16-DP; bdiferen(;a para S8-DH e S16DH; &diferenga para
S8-DH, (p<0,05).

Perfil inflamatoério

Nao foi encontrado diferenca da IL-1 B, com valores muito abaixo do
esperado. No entanto, foi encontrado uma probabilidade da IL-1 B ser 50,8% menor
em S24-DH (d=0,03, IC: -0,96 — 1,01).

Sobre a 11B-HSD1 foi observado diferenga estatistica de S16-DH (1388,0 *
546,9 pg/mL), S24-DP (1509,0 + 757,2 pg/mL) e S24-DH (1176,0 + 393,0 pg/mL) em
relacdo a SO0-DP (320,2 + 256,1 pg/mL), S8-DP (489,1 + 361,2 pg/mL), e S8-DH
(292,6 £ 165,6 pg/mL), além de encontrar diferenca de S16-DH e S24-DP em
relacdo a S16-DP, como pode ser observado na figura 17A. Entretanto, nao foi
encontrado diferenga estatistica entre S24-DP e S24-DH, mas encontrou-se
probabilidade de 65,9% menor em S24-DH (d=0,58, IC: -0,46 — 1,55).

Além disso, foi observado diferenga estatistica da Leptina em S16-DP (564,7
+ 185,7 pg/mL) em relagdo a S8-DH (1475,0 £ 315,2 pg/mL) e S16-DH (1532,0 *

820,9 pg/mL). Assim como, encontrou-se um aumento de Leptina em S16-DH
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(1532,0 + 820,9 pg/mL) vs SO-DP (646,5 = 411,9 pg/mL). Apesar de nao ter
diferenga estatistica entre S24-DP e S24-DH, houve uma probabilidade de 81%
maior em S24-DH (d=1,24, IC: 0,16 — 2,31).

Com relagdao ao BDNF, houve aumento estatistico de S16-DP (2694,0 + 622,6
pg/mL), S16-DH (2658,0 + 942,1 pg/mL), e S24-DP (3152,0 £ 781,4 pg/mL) em
relacdo ao grupo SO0-DP (1415,0 + 354,6 pg/mL) e S8-DH (1477,0 + 519,4 pg/mL),
como pode ser observado na figura 15D, e encontrou-se diferenca estatistica de
S24-DP em relacao S8-DP (1781,0 £ 441,5 pg/mL). No entanto, ndo foi encontrado
diferenca estatistica entre S24-DP e S24-DH, mas houve uma probabilidade de
68,7% ser menor em S24-DH (d=0,69, IC: -0,33 — 1,70). Estes resultados podem ser

observados abaixo, na figura 17.
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Figura 17: Analise inflamatéria por Elisa em jejum. 17A: 11 B Hidroxiesterdide desidrogenase do tipo
1 (11B-HSD1); 17B: Leptina; 17C: Interleucina 1B (IL-1 B), através de Kruskal-Wallis com post-hoc de
Dunns; 17D: Fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF). diferenga para S0-DP; #diferen(;a para
S8-DP; “diferenca para S8-DH; bdifereng:a para S16-DP, (p<0,05).
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Histologia

A analise do tecido cerebral demonstrou diferenca estatistica do numero total
de células da camada V (camada piramidal), apresentando diminuicdo no grupo
S16-DH (44,54 + 0,75) em relagcdo a mesma semana do grupo controle, S16-DP
(57,66 * 6,59) podendo ser observado na figura 18A. Entretanto, ndo foi encontrado
diferenca estatistica do numero de células piramidais nesta area, assim como nao foi
encontrado diferenga no numero total células e células piramidais na camada II-lll,
demonstrado na figura 19. Por outro lado, foi observado um aumento estatistico da
espessura da matéria cinza cortical M1 entre os grupos S8-DH e S24-DH (1263,0
65,76 um vs 1512,0 + 86,82 um, respectivamente) demonstrado na figura 18B, logo
abaixo.

Apesar de nao ter sido encontrado diferenga entre grupos na semana 24,
houve uma probabilidade de 80,8% da quantidade total de células do grupo S24-DH
ser menor do que no grupo S24-DP (d=1,23, IC: 0,15 — 2,30), e ser 71,2% menor em
relacdo a SO-DP (d=0,79, IC: -0,17 — 1,75). Além disso, houve probabilidade de
diminuicdo do numero de células na camada lI-lll de 54,5% (d = 0,16, IC: -0,83 -
1,15), diminuicdo de células piramidais na camada ll-1ll de 75,3% (d = 0,97, CI: -0,08
- 2,01) e diminuigao de células piramidais na camada V de 69,2% (d = 0,71, CI: -0,31
-1,72), sempre do grupo S24-DH em relagao ao controle. No entanto, com relagao a
extensdo da matéria cinza M1, foi observado uma probabilidade de aumento no
grupo S24-DH de 76,2% em relagao ao grupo S24-DP (d=1,01, IC: -0,04 — 2,06).
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Figura 18: Histologia do tecido cerebral. 18A: Média do numero total de células na camada V em
ambos os lobos cerebrais; 18B: Espessura da matéria cinza cortical M1. ®S16-DP diferente de S16-
DH (p<0,05); °S8-DH diferente de S24-DH (p<0,05); 18C: Matéria cinza cértex motor primario

esquerdo (M1) S24-DP; 18D: Matéria cinza cértex motor primario esquerdo (M1) S24-DH.
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Figura 19: Histologia da camada II-lll, e V. 19A: Nimero de células totais da camada Il - III; 19B:

Células piramidais da camada Il — lll; 19C: Células piramidais da camada V.

7. DISCUSSAO

Estudo 1

O estudo 1 comprovou dados previamente publicados por outros
pesquisadores, demonstrando que os ratos OB alimentados com uma dieta rica em
gordura apresentaram maior MT e %g do que os ratos NOB (DUARTE et al, 2012;
COSTA et al,, 2011; WHITE et al.,, 2013; VILEIGAS et al.,, 2016; e OISHI et al.,
2018); sendo este fendtipo de obesidade semelhante em humanos. Porém,
considerando que a literatura ndao apresenta um IMC consolidado para ratos, e a

maioria dos estudos apresenta o %g sempre relacionado aos respectivos grupos
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controle, nossos resultados de composi¢cao corporal também consolidam nossa
perspectiva de termos um padrao de composigao corporal de ratos.

Portanto, utilizamos o mesmo padrdo para humanos com indice de
adiposidade = 20% considerado sobrepeso e = 25%, sendo considerado obesos
para homens (GOMES-AMBROSI et al., 2011), sendo um importante valor de
referéncia para futuros trabalhos com ratos. Ao final do experimento, pode-se
observar uma média muito proxima a 25% de %g de homens adultos no grupo OB,
porém, nossa variabilidade de dados explica uma média um ligeiramente inferior, e a
MT também os classifica como obesos a partir da semana 12 (LEOPOLDO et al,
2011; SHIH; KUOK, 2018).

Neste sentido, nossos resultados estdo em linha com os apresentados na
literatura, e ha de observar mais detalhadamente essas alteracbes ao longo do
tempo, com uma avaliagdo padrao-ouro, como a realizada no presente estudo. Na
semana 12, identificamos %g proximo a 20% em ratos OB classificados como
sobrepeso, mas a MT foi semelhante a Gémez-Ambrosi et al. (2011) e Leopoldo et
al. (2016) com 15 semanas de indugao da obesidade, que os classificaram como
obesos. Entretanto, a dieta utilizada no presente estudo teve um indice caldrico
superior. Portanto, acreditamos que a semana 12 pode ser o ponto ideal para induzir
a obesidade com a atual dieta. E importante ressaltar também, que o presente
estudo apresentou na semana 24 uma MT de ratos OB maior do que os trabalhos
citados de Goémez-Ambrosi et al. (2011) e Leopoldo et al. (2016), e foi encontrado
%g acima de 25% em alguns animais, sendo classificados como obesos e devido a
isto, os animais do presente estudo podem ser classificados como obesos.

Como esperado, em relagcdo a MLG, observamos que o maior aumento no
grupo OB foi devido ao aumento do peso muscular e CMO. Observado pela soma
dos musculos gastrocnémio, soleo e EDL, direito e esquerdo, sendo a massa
muscular maior no grupo OB ao final do experimento, e o maior conteudo mineral
6sseo no grupo OB somados.

Esses dados corroboram com a literatura realizada com humanos (SHIH;
KUOK, 2018) e ratos (YANAGIHARA et al., 2018), uma vez que obesos apresentam
maior sobrecarga muscular e 6ssea devido ao peso. Importante destacar que, ao
final do experimento, esses animais encontravam-se na meia-idade e possivelmente
sem sinais de obesidade sarcopénica, o que pode afetar tanto a perda de massa

muscular quanto éssea (SOUZA et al., 2014).
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Em relacéo a razdo PIC (P2 / P1), a relagdo da morfologia da forma de onda
ficou abaixo no grupo NOB m relagao ao OB, estando parcialmente de acordo com o
estudo de Uldall et al. (2017), que usaram ratos Zucker OB e NOB, e demonstraram
aumento da PIC nos animais OB em relagdo ao NOB. O mecanismo demonstrado
por eles, foi o aumento da aquaporina 1 (AQP1) causando o aumento de LCR nos
ventriculos. Entretanto, em seu estudo, observaram valores de 7,70 + 0,42mmHg
para o OB e 5,86 = 0,15mmHg para o NOB, que apesar de apresentarem valores
superiores e diferentes estatisticamente, sdo valores normais de PIC quando
comparados aos humanos (UNNERBACK; OTTENSEN, 2018).

Além disso, com o aumento do volume na caixa craniana, e diminuicdo da
elastdncia e complacéncia cerebral, deve-se aumentar a PIC, sendo que um
pequeno aumento no volume levara a um grande aumento na PIC (UNNERBACK;
OTTENSEN, 2018; e ALPERIN et al, 2013). Desta forma, inferimos que a menor
razao P2 / P1 encontrada no grupo NOB, pode ser devido a melhor elastancia e
complacéncia cerebral do que do grupo OB. Alperin et al. (2013), demonstraram
através de imagens de ressonancia magnética aumento do LCR em espacgos
subdurais, evidenciando complacéncia cerebral comprometida.

Sendo assim, observando P1 relacionado ao influxo arterial, e assim
aumentando a VSC, os aumentos da PIC estdo atrelados a saida do LCR,
aumentando a interacao dos fluxos arterial e venoso, alterando a participagcao dos
componentes do volume cerebral na caixa craniana. Portanto, a boa complacéncia
permite acumular outro componente de volume sem maior saida do LCR,
dificultando assim as analises da PIC e a compreensdo da hemodinamica e
autorregulagao desse sistema (UNNERBACK; OTTENSEN, 2018). Entretanto, a
complacéncia cerebral ndao foi mensurada no presente estudo, assim como o valor
médio da PIC em mmHg, e também os valores dos picos que a compdem (P1; P2;
P3). Infelizmente, o sistema utilizado neste estudo, assim como outros nao
invasivos, nao permite conhecer esses valores, sendo uma limitagcdo do presente
estudo.

Ademais, apesar da diferenca entre OB e NOB no presente estudo, nenhum
animal apresentou razdo P2 / P1 > 1, sendo considerado potencialmente patolégico
ou outra classe, através da classificagao de referéncia, portanto classificado como
normal (NUCCI et al., 2016). Nao podemos afirmar o valor bruto da PIC (mmHg)

desses animais devido a limitagdo do equipamento utilizado, ainda novidade
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tecnolégica, e que nao realiza esta transdugao de sinais, de relacdo P2/P1 para
valores em mmHg.

Existem varias causas para o desenvolvimento da hipertensao intracraniana
(HIC) (SINCLAIR et al, 2010), e entre elas, estudos tém mostrado que o sobrepeso e
a obesidade podem levar a HIC (SINCLAIR et, 2008, 2010; ANDREWS; LIU; KO,
2014). O presente estudo demonstra que a obesidade pode alterar parcialmente a
morfologia da forma de onda da PIC, através de aumento de P2, e isto pode ser um
indicador da mudanca no comportamento da PIC, aumentando as possibilidades de
doencas relacionadas tanto a obesidade quanto as decorrentes do aumento da PIC,
como acidente vascular cerebral, cegueira, entre outras.

Em relacdo a PA, os resultados do presente estudo sugerem né&o ter
diferencga estatistica entre grupos, indo de encontro aos resultados apresentados por
Shiou et al. (2018). Entretanto, a analise deles foi invasiva, com os animais sedados
por pentobarbital, e no presente estudo a PA foi realizada nos mesmos animais por
24 semanas, e de maneira ndo invasiva no estudo 1. Enquanto isso, o sensor de
registro de pressao de volume (VPR) usado no presente estudo, tem uma correlagao
de moderada a alta com a telemetria, uma medida direta da presséao arterial (FENG,
2008).

Ademais, a grande variabilidade de nossos dados também pode explicar a
auséncia de diferenca estatistica da PA. Uldall et al. (2017) também demonstraram
que nao ha diferenca na PA entre ratos OB e NOB, afirmando que a alteragdo da
PIC nao esta relacionada ao aumento da PA e FC, pois PA e FC nao se alteraram
no estudo deles. Porém, no presente estudo, ambos os grupos estavam hipertensos
e foi encontrada diferenca na FC entre os grupos.

Esta diferenca significativa da FC entre ratos OB e NOB, sendo maior em OB,
foi diferente de Shiou et al. (2018), e Uldal et al. (2017). Porém, nossos dados
corroboram os de Speretta et al. (2018) que demonstraram aumento da FC em ratos
obesos, com valores semelhantes ao presente estudo. Desta forma, acreditamos
que essa diferenca possa estar relacionada ao aumento do trabalho cardiaco e da
frequéncia respiratéria (ndo avaliada neste estudo) devido ao excesso de peso,
podendo ter uma relagao entre a FC e a PIC, pois no presente estudo os animais
deviam estar sedados durante a avaliagdo da PIC. Essa relacdo entre FC e PIC

precisa ser mais aprofundada em outros estudos.
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Estudo 2

Assim como no estudo 1, o DXA, que € uma avaliacdo padrdo ouro para
composicao corporal e muito pouco utilizado com animais, portanto, dificil encontrar
valores de referéncia padronizados para ratos Wistar. Desta forma, foi utilizado
valores de referéncia de humanos por pesagem hidrostatica, padrao ouro = 25 %g
como obeso (GOMEZ-AMBROSI et al., 2011), valor médio muito préximo do
encontrado no presente estudo. No entanto, foi encontrado varios animais com
resultados acima deste valor, sendo que a média ficou pouco mais baixa, devido a
alta variabilidade dos dados.

O aumento de MT, e %g ja esperado, devido ao estudo longitudinal e estudos
prévios, se deve a eficiéncia alimentar da dieta hiperlipidica e hipercaldrica, deste
estudo (DUARTE et al.,, 2008 2012; OISHI et al., 2018; VILEIGAS et al., 2016;
WHITE et al., 2013; COSTA et al., 2011). Ademais, a maior massa corporal do grupo
obeso promove maior estresse mecanico, o que explica o maior CMO (SHIH; KUOK,
2018; YANAGIHARA et al., 2016) além da probabilidade maior de MLG na semana
24, que pode acontecer devido ao maior carregamento de massa, promovendo
adaptagdes musculo-esqueléticas, resultados estes, semelhantes ao estudo
longitudinal. Todos estes resultados de composi¢cao corporal, de certa forma,
confirmam o estudo longitudinal, sugerindo ndao haver necessidade de ser realizado
estudo longitudinal para comparagao de composi¢ao corporal.

No estudo 2, também nao foi encontrado diferenca da PA de repouso, indo de
encontro ao estudo de Shiou et al. (2018) com ratos Wistar, tanto para animais
controle como para alimentados com dieta hiperlipidica, assim como no nosso
estudo 1. No estudo de Shiou et al. (2018), vale lembrar que suas analises de PA
foram invasivas, com animais sedados por pentobarbital, e seus valores muito
proximos do presente estudo. Uldall et al. (2017), outro grupo de pesquisadores que
também nao encontraram diferengas na PA, como relatado acima, entre ratos
magros e obesos, e tampouco apresentaram relacdo da PA com o aumento da PIC.

Sendo assim, o pequeno aumento da PA que houve nos dois grupos do
presente estudo pode nao ser suficiente para alteragdo da PIC. Além disso,
observando as pequenas probabilidades de aumento da PA no grupo DH em relagao
ao grupo DP, sugere que a hipertensdo € uma doenca idiopatica e varios fatores

podem contribuir para seu surgimento, mesmo em animais magros; devendo



54

portanto, ser objeto de outros estudos mais aprofundados sobre o tema.

Entretanto, com relacéo a FC, o presente estudo ndo demonstrou diferenca
estatistica entre grupos como no estudo 1, apesar de ter ficado muito préximo de
estabelecer esta diferenga e estabelecida boa probabilidade deste efeito ocorrer,
diferente de Speretta et al. (2018), que demonstraram um aumento da FC no grupo
obeso, relatando que pode ser devido ao maior trabalho cardiaco e frequéncia
respiratoria destes animais. Mas como nao foi avaliado a frequéncia respiratéria no
presente estudo, ndo podemos confirmar ou rejeitar esta hipoétese.

Porém, os resultados do presente estudo vao de encontro a outros trabalhos
ja publicados (SHIOU et al., 2018; e ULDALL et al., 2017). Apesar disto, calcular o
tamanho do efeito, e observando estas probabilidades encontradas, tornou a analise
de resultados aqui realizada, mais fidedigna, o que sugere, neste caso, que uma
pequena variabilidade dos dados interfere nos resultados, e assim, apesar da
diferenga estatistica ndo encontrada, a probabilidade pode nos dar uma resposta
semelhante aos dois estudos realizados neste projeto.

No estudo 2, ndo foi observado alteracdo da PIC pela razdo P2/P1 em
nenhum grupo e momento, diferente do estudo 1, e assim como ndao houve aumento
da razdao P2/P1>1, sendo considerado potencialmente patolégico através de
classificagao de referéncia (NUCCI et al., 2016), mas com classificacdo semelhante
ao estudo 1. Estudos tém demonstrado que o sobrepeso e obesidade podem levar a
HIC (SINCLAIR et al.,, 2008; MOLLAN et al., 2016; MARKEY et al., 2016;
ANDREWS; LIU; KO, 2014), entretanto, o presente estudo ndo confirma esta
hipotese, pela alteracdo da morfologia de onda da PIC. Vale ressaltar, que no estudo
2, por ser transversal, ha necessidade de uma comparacgao intragrupos, diferente da
analise do estudo longitudinal, em que o objetivo da analise € observar o
desenvolvimento no mesmo animal. Sendo assim, perde-se a caracteristica da
analise da area sob a curva que pode ser o responsavel pela diferenca estatistica no
estudo 1 tanto para PIC como para FC.

Uma limitagao do presente estudo, ja mencionada anteriormente € conhecer o
valor médio da PIC em mmHg, assim como os valores de cada pico que a compde,
que é muito importante para avaliagdo mais fiel. No entanto, Fernandes Silva et al.
(2021) demonstraram aumento da PIC na semana 4 e na semana 6 em ratos Wistar
induzidos a hipertens&o através do método dois rins um clipe avaliados de maneira

invasiva. Além, da realizacdo da medida da PIC através do método invasivo,
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paralelamente utilizaram a razdo P2 / P1 com o método semelhante ao do presente
estudo. Na semana 4 encontraram aumento significativo em relagdo ao grupo
controle e periodo inicial, mas apesar do aumento da razdo na semana 6, nao houve
diferencga estatistica nesta semana como aconteceu no método invasivo. Importante
também destacar que a PAM aferida de maneira invasiva, esteve acima dos
150mmHg ja na semana 4 e aumentou ainda mais para a semana 6. O sistema nao
invasivo utilizado neste estudo, foi semelhante ao presente estudo, e assim como
outros meétodos nao invasivos, nao permitem conhecer estes valores, e neste
sentido, conhecer a morfologia da forma de onda pode ser uma alternativa bastante
interessante e de facil diagnéstico (NUCCI et al., 2016; FERNANDES SILVA et al.,
2021).

Ambos os estudos realizados nesta pesquisa, s&o pioneiros ao tentar elucidar
a influéncia da obesidade sobre a PIC com um método n&o invasivo. Outro estudo,
ja citado anteriormente no estudo longitudinal, através de ratos Zucker mas com
analise invasiva, observaram aumento da PIC (mmHg) em relagdo a ratos magros
(ULDALL et al, 2017). No entanto, os valores encontrados neste estudo foram de
7,7/mHg £ 0,42mmHg para ratos obesos e 5,86 £ 0,15mmHg nos magros. Estes
valores ndao apresentam estado patologico de hipertens&o intracraniana, apesar da
diferenca estatistica, considerando os valores de referéncia da literatura para
humanos (DUNN, 2002).

A reabsorcao do liquido cefalorraquidiano (LCR) nos espagos subdurais
(ALPERIN et al., 2013), e pequeno deslocamento do cranio, demonstrando que o
mesmo nao é tao rigido (MASCARENHAS et al.,, 2012), e mostram que a
complacéncia cerebral, permite um grande acumulo de volume sem alterar a PIC,
desta forma pode-se inferir que a complacéncia cerebral ainda nao foi afetada no
presente estudo, necessitando de aumentos maiores da PAM para aumento
significativo da PIC (DUNN, 2012; FERNANDES SILVA et al., 2021).

A dieta hiperlipidica promove desarranjo metabdlico, entre eles um menor
consumo de glicose pelo organismo, podendo causar a diabetes (SHIOU et al.,
2018; GOMEZ-AMBROSI et al., 2011). Desta forma, os dados do presente estudo
confirmam parcialmente esta hipétese, visto que o grupo obeso apresentou um valor
médio da classificacao limitrofe para diabetes se comparado ao valor de referéncia
de seres humanos e normal para ratos Wistar, demonstrando um possivel quadro de

resisténcia insulinica (LEOPOLDO et al., 2016), também caracterizado com pré-
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diabetes. Apesar da grande variabilidade do perfil lipidico, os niveis de colesterol e
triglicérides ficaram abaixo dos valores de referéncia para animais (LEOPOLDO et
al., 2016), demonstrando que o desenho experimental do presente estudo e a dieta
hiperlipidica nao foi suficiente para profundas alteragdes destas variaveis e possivel
surgimento de aterosclerose, promovendo assim grande desenvolvimento do
aumento da PA.

Com relagao a Leptina sérica, foi encontrado aumento no grupo S16-DH em
relagdo a mesma semana do grupo controle, e em relag&o ao inicio do experimento,
em que o avango da obesidade eleva os indices de Leptina (SINCLAIR et al., 2008).
A Leptina tem papel importante na ingestdo alimentar, entre outras fungdes, como
ajudar no controle glicémico, e ainda destacamos que seu aumento pode aumentar
o LCR por acado direta no plexo cordide ou no tecido aracndide, ou ainda
indiretamente via mecanismo periférico de absor¢ao e drenagem do LCR (MARKEY
et al., 2016). Todavia, ao final do experimento ndo houve alteracdo do nivel de
Leptina em relagdo ao controle, devido a grande variabilidade dos dados. Porém,
inferimos que uma dieta mais hipercalérica e hiperlipidica do que do presente
estudo, possa aumentar os niveis de Leptina ainda mais, visto que houve grande
probabilidade de aumento, e consequentemente possibilidade de aumento da PIC
por conta do aumento de LCR.

A 11B-HSD1 é outro fator que pode explicar a nao diferengca da PIC no
presente estudo, pois seu aumento também foi observado no grupo controle ao final
do experimento. Ela vem sendo apontada como uma citocina chave no aumento da
PIC com a obesidade, promovendo aumento de cortisol que por sua vez aumenta a
producdo de Aquaporinas-1 (AQP-1) na membrana apical do plexo cordide,
aumentando assim a produg¢ao de LCR (SINCLAIR et al., 2010; ULDALL et al., 2017;
MARKEY et al., 2016). No entanto, a grande variabilidade encontrada em S24-DP
pode ter interferido nesta analise, mas a dieta apesar de causar obesidade, também
nao causou grande desarranjo metabdlico e possivelmente interferiu pouco nos
niveis desta citocina, visto que seu aumento depende também do aumento de outras
citocinas responsaveis pela inflamacao crénica como a IL-1, e IL-6. Com relagao a
IL-1 B nao foi encontrado aumento e relagcdo com a PIC durante o desenvolvimento
da obesidade, indo de encontro ao apresentado por Markey et al. (2016).

O presente estudo € o pioneiro também ao avaliar o efeito da obesidade

sobre a PIC e o BDNF. O BDNF & uma neurotrofina vastamente expressa pelo
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sistema nervoso central, entre outros tecidos, responsavel pela modulagdo da
sobrevivéncia neural, pela sua diferenciacao e por plasticidade neural (ALCANTARA
et al., 2018; SANDRINI et al., 2018). O BDNF também pode ter um papel protetor,
ou regulador dos neurdnios, principalmente sobre a memodria e desenvolvimento
motor.

Um trauma cranio-encefalico leva a aumentos de citocinas, através do
rompimento da barreira hematoencefalica, e entre elas a IL-1 B, IL-6, e TNF-a
(MARKEY et al., 2016); e o consequente aumento de BDNF acontece
posteriormente para regulagao e recuperacao de areas lesadas. Como no presente
estudo ndo houve aumento de IL-1 B, e de conteudo lipidico cerebral, pode-se inferir
que o aumento de BNDF ocorrido na semana 16 foi protetor ao estresse da
obesidade.

Vale ressaltar, que a alta variabilidade dos dados interferiu em possivel
diminuicao de S24-DH em relacdo ao S24-DP, mas observou-se probabilidade de
ocorréncia e assim, pode ser pela perda da acao protetora do BDNF. Desta forma,
estes dados sugerem que pode ser o inicio da perda desta plasticidade neural,
através de uma inflamacéao cronica de baixo grau causada pela obesidade. O BDNF
no soro ou plasma pode espelhar a concentragcdo cerebral, e parece haver
diminuicdo de BDNF com a obesidade (SANDRINI et al.,, 2018). Desta forma, o
presente estudo confirma parcialmente o apresentado pela literatura através de
grande probabilidade, mas ha necessidade de outros estudos para melhor entender
esta relacdo com a obesidade, e principalmente sua relagédo com a PIC.

Com relacao ao conteudo de lipidios cerebrais, nao foi confirmado a hipétese
de aumento do conteudo lipidico cerebral, como postulado por outros autores por
causa de lesdes na barreira hematoencefalica, causada pela obesidade (DE SOUZA
et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2015). Além disso, os animais do grupo DH
apresentaram menor massa cerebral em relagdo ao controle na mesma semana, 8 e
16, e que s6 nao ocorreu na semana 24 devido a grande variabilidade dos nossos
dados, e que pode ter sido causado pela diminui¢do de células no tecido cerebral
observado pela histologia.

No entanto, a espessura da matéria cinza M1 do grupo S24-DH aumentou em
relacdo a semana 8 do mesmo grupo, porém sem diferenca estatistica em relagao
ao grupo S24-DP mas com probabilidade de aumento. Portanto, o presente estudo

tem resultado semelhante ao de Ronan et al. (2016) que identificaram, em humanos,
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maior extensao cortical no grupo sobrepeso/obeso, mas apds analises de vértice a
diferenca deixa de existir, e assim confirmada pelo presente estudo. O argumento
utilizado para o aumento no estudo deles é artefactual, visto que a degeneracao da
mielina pode interferir na analise de ressonancia magnética feita por eles.

Neste sentido, também acreditamos que possa haver artefatos em nossas
medidas de histologia, pois ndo ha como fazer cortes precisos no mesmo ponto, por
mais que utilize um mapa visual. No entanto, nossos resultados sugerem que o
aumento de Leptina demonstra que pode haver uma tentativa de super
compensagao de substratos e acumulo de outras substancias, como LCR ou
somente agua no local, demonstrando uma tentativa de autorregulacéo do sistema
nervoso, para preservagao celular estrutural durante o desenvolvimento da
obesidade. Ademais, edema é comum em animais com PAM acima de 150 mmHg,
aumento de calcio e/ou de atividade simpatica durante auto-regulagao pressorica da
PIC, e ainda pode ter este limite alterado através da hipertensdao crénica
(FERNANDES SILVA et al., 2021). Portanto, apesar de nao ter sido encontrado
diferenca da razao P2 / P1, a sua probabilidade de aumento, e este aumento da
espessura da massa cinzenta M1, pode ser o inicio de um processo patoldgico
sendo instaurado, devendo ser melhor investigado.

Sendo assim, ficam perguntas para futuros estudos: Sera que este aumento
pode estar relacionado a perda de complacéncia cerebral, e acumulo de liquor ou
agua, e que exacerbaria a PIC? Quais mecanismos estariam envolvidos nesta
autorregulagao? E como identifica-los a tempo de preservar estas alteragdes? A
analise de Leptina, e BDNF, seria uma avaliacdo facil, que poderia indicar um

prejuizo para a PIC e para o cortex?

A principal limitacdo do nosso estudo € o valor absoluto da PIC nao ser
realizado pelo aparelho utilizado, tanto seu valor médio, como os valores de cada
pico. Outra limitacdo foi ndo realizar andlise de agrupamento, que poderia
demonstrar subgrupos, devido as diferentes caracteristicas morfolégicas dos grupos,
sendo importante para padroes de referéncia para composi¢cao corporal de ratos, e

que retiraria o viés da grande variabilidade de dados.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo, foram necessarias 12 semanas para classificacdo da
obesidade em ratos Wistar utilizando a mesma densidade cal6rica do presente
estudo, através da MT, e que a partir deste momento, as diferengas na composi¢ao
corporal tornam-se mais evidentes, sendo confirmadas em 24 semanas de
tratamento para os valores de %g, e valores de referéncia semelhantes aos
apresentados em seres humanos. O fato de avaliarmos essa variavel com DXA nos
permitiu monitorar o processo de engorda em percentual de gordura corporal, no
mesmo animal, demonstrando de maneira mais satisfatéria o desenvolvimento da
obesidade. A eficiéncia calérica da dieta hiperlipidica ofertada no presente estudo,
demonstra ser suficiente para o aumento do %g, e MT, assim como o maior peso

corporal aumenta CMO e MLG em ratos obesos.

Nossa hipotese sobre a influéncia da obesidade na PIC foi parcialmente
negada, visto que nao houve aumento como era esperado na razdao P2/P1. Além do
mais, nao houve alteragbes da classificacdo das ondas para a classe |l
(potencialmente patoldgica) por exemplo. Enquanto isso, ha uma probabilidade
aumentada de que a morfologia da forma de onda da PIC em ratos obesos, tende a
ter um aumento da razdo P2/P1 e desta forma, ser direcionada para o estado
potencialmente patoldgico, pois ocorreram flutuagbes ao longo do tempo, com P2
um pouco maior em OB. Além disso, a complacéncia cerebral dos animais do grupo

NOB (ou DP) demonstra nao haver prejuizo, visto que sua razdo P2 / P1 diminui.

A composicao corporal pode ser um fator de risco importante para as
alteracdes da PIC e ndo o tempo. Isto indica que nao é o desenvolvimento em si da
obesidade que levara a perda de complacéncia cerebral e consequente aumento da
PIC, e sim o estado fisiolégico do organismo, assim como a dieta hiperlipidica. A PA
nao difere entre os grupos e o tempo neste estudo, ou influencia a PIC. Da mesma
forma, nossos resultados sugerem que a obesidade causa aumento da FC em
comparagao ao grupo controle e ela deve ser melhor entendida neste processo de
relacdo com a PIC. Os métodos de afericdo da PA e FC por pletismografia de cauda do

tipo VPR, demonstraram boa correlacdo com os resultados apresentados por estudos
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com técnicas invasivas, sendo importante para a observagdo em estudo longitudinais
com objetivos de avaliagdo de padrdées hemodinémicos. E a avaliagdo da morfologia da

PIC demonstrou ser uma boa ferramenta e de simples aplicacao.

Este trabalho é o primeiro que tenta elucidar o comportamento da morfologia
da forma de onda da PIC de forma ndo invasiva sobre o desenvolvimento da
obesidade, também tentando ajudar na elucidac&o da relagdo entre obesidade, PA e
FC com a PIC. Estudos ainda s&o necessarios para entender quais variaveis da
obesidade tém mais influéncia sobre a PIC e se a FC pode alterar a morfologia da

forma de onda da PIC.

A dieta hiperlipidica também demonstrou ser capaz de gerar um quadro de
resisténcia insulinica. No entanto, os animais dos grupos DH permaneceram com
niveis normais do perfil lipidico, apesar das flutuagdes. Sendo assim, para observar
um prejuizo maior nestas variaveis, sugerimos um tempo maior de analise ou dieta

mais caldrica do que do presente estudo.

Confirmou-se nao haver aumento da 11p-HSD1, quando ndo ha alteracédo da
PIC, mas n&o pela interferéncia da obesidade. Portanto, sdo necessario mais
estudos relacionando ao estresse sobre esta citocina causado pela obesidade no
tecido neural. Ademais, parece haver uma relagao do BDNF e Leptina com a PIC, e
o presente estudo é o primeiro a observar esta relagdo do BDNF com a PIC.

A Leptina, pode ser um dos responsaveis pelo aumento de LCR, e a possivel
diminuicdo do BDNF pode ser um dos responsaveis pela diminuicdo da massa
cerebral. A Leptina como visto anteriormente, pode estar relacionado ao edema
cortical através de potencial aumento de LCR, e consequente aumento da area M1
cinza, mas neste sentido demonstra ndo ser um bom resultado, pois o0 aumento do
parénquima cerebral, podendo levar a aumento da PIC futuramente com
consequente prejuizo cerebral. O potencial efeito da diminui¢gdo de células totais, e
de células piramidais da area M1, pode estar relacionado a diminuicdo do BDNF,
atualmente sem consenso sobre sua relagcdo com a obesidade, mas que neste
estudo sugere haver diminuicdo enquanto desenvolve a obesidade.

Desta forma, ha necessidade de estudar melhor outros fatores neurotroficos,

assim como o BDNF, em relagdo as citocinas e frente ao processo de
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desenvolvimento da obesidade, para compreender, qual a sua influéncia sobre a

PIC e quais fatores sao necessarios para que ocorra esta sinalizagao.
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ANEXO

Pro Reltoria comissao de Etica no Uso de Animais o3
- Universidade Federal de Sdo Carlos
3 Pesquisa I.Il EYorim

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO LONGITUDINAL DA PA E DA PIC NO DESNVOLVIMENTO DA OBESIDADE E
SINDROME METABOLICA DE RATOS ALIMENTADOS COM DIETA HIPERLIPIDICA", protocolada sob o CEUA n2 8239170317, sob a
responsabilidade de Diego Adorna Marine e equipe; Aparecida Maira Catai; Sérgio Mascarenhas Oliviera - que envolve a
producdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S&o Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de
15/05/2017.

We certify that the proposal "LONGITUDINAL EVALUATION OF AP AND ICP IN THE DEVELOPMENT OF OBESITY AND METABOLIC
SYNDROME OF RATS FED WITH HYPERLIPIDIC DIETS", utilizing 96 Heterogenics rats (96 males), protocol number CEUA
8239170317, under the responsibility of Diego Adorna Marine and team; Aparecida Maira Catai; Sérgio Mascarenhas Oliviera -
which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and
was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of
05/15/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 05/2017 a 10/2017 Area: Centro de Ciéncias Biol6gicas E da Salide
Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 45 a 45 dias N: 96
Linhagem: Wistar Peso: 200a250g

Resumo: Introducdo: A obesidade é uma doenca inflamatéria e que aumenta a cada ano em todo mundo, e o perfil desta doenga
pode acarretar diversas outras doengas, como a hipertensao arterial (HA). Embora estudos iniciais indicassem pouquissimas
variacbes na pressao intracraniana (PIC), pesquisas recentes indicam que a HA interfere na PIC, mas ainda nao se sabe ao certo
quais sao os efeitos deletérios para o cérebro deste aumento de pressdo. Aumentos da Pressao intracraniana (PIC) tem causado um
aumento de casos de Acidente Vascular Cerebral (AVC), e dentre os casos hemorrdagicos, 65% tem como prognéstico o dbito. Desta
forma, temos o objetivo de analisar o comportamento da HA e da PIC frente a obesidade, e identificar as correlagdes existentes
entre HA, PIC, e marcadores inflamatérios da obesidade. Materiais e métodos: Serao utilizados 96 animais, que serao divididos
randomicamente em dois grupos, um grupo denominado dieta hiperlipidica (DH) e outro dieta controle (DC). A partir de trés
semanas, os ratos de cada grupo serao avaliados, e seis animais por grupo serao eutanasiados. Comporao a bateria de testes a ser
realizada nas avaliagbes a cada 3 semanas: Composi¢ao corporal, Pressdo arterial sistémica, e PIC com sistemas néo invasivos, e
ainda faremos histologia do cérebro, perfil lipidico e analise de marcadores inflamatérios apés a eutandsia. O tempo total deste
projeto deveréa ser de 24 semanas. Resultados esperados: Esperamos demonstrar com este estudo como é comportamento da PIC
no desenvolvimento da obesidade, bem como possiveis correlagées com a HA e a obesidade. Além disso, esperamos também
demonstrar a partir de que momento o aumento da PA desencadeia em aumento da PIC, e assim encontrar um indicador de
prevencao das alteragdes graves para o cérebro.

Local do experimento: Departamento de Educagao Fisica, Nutricao e Motricidade Humana

Sao Carlos, 15 de maio de 2017

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 Sao Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-8028 / fax: 55 (16) 3351-8025
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h s 12h e das 14h &s 16h : e-mail: ceua@ufscar.br
CEUA N 8239170317
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Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais - &
- Universidade Federal de S4o Carlos
3 Pesquisa ""l:k‘I 2L

Sao Carlos, 02 de julho de 2018
CEUA N 8239170317

limo(a). Sr(a).

Responsavel: Diego Adorna Marine

Area: Centro De Ciéncias Biolégicas E Da Saude
Ana Claudia Garcia De Oliveira Duarte (orientador)

Titulo da proposta: "AVALIACAO LONGITUDINAL DA PA E DA PIC NO DESNVOLVIMENTO DA OBESIDADE E SINDROME METABOLICA
DE RATOS ALIMENTADOS COM DIETA HIPERLIPIDICA".

Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais UFSCar
A Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Carlos, no cumprimento das suas atribuicées, analisou e
APROVOU a Emenda (versdo de 28/junho/2018) da proposta acima referenciada.
Resumo apresentado pelo pesquisador: "Solicitagao de prorrogagao do prazo de vigéncia do projeto. Motivo: O prazo anterior
expirou em 10/2017. Necessitamos da aprovacao da FAPESP para financiamento do projeto, e por isso nao iniciou até a presente
data. Desta forma solicito uma nova data para 12/2019, visto que ainda estarei no prazo estabelecido para conclusao do meu

doutorado e agora estamos com a aprovagao do projeto.".

Comentdério da CEUA: "Solicitacdo aprovada.".

Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Séo Carlos Universidade Federal de Sao Carlos

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 Sao Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-8028 / fax: 55 (16) 3351-8025
Hordrio de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 16h : e-mail: ceua@ufscar.br
CEUA N 8239170317



