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RESUMO

RODRIGUES, Karline da Costa. Efeito neuroterapéutico de uma quinolina
funcionalizada contendo selénio em modelo de obesidade hipotalamica
em ratos. 2020. 107f. Dissertagdo (Mestrado em Bioquimica e Bioprospecgao)
- Programa de P6s-Graduagdo em Bioquimica e Bioprospecg¢do, Centro de
Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2020.

A obesidade é considerada um dos principais problemas de saude global e
aumenta o risco de varias complicacbes médicas, como diabetes mellitus e
doengas mentais. O presente estudo investigou o efeito protetor da 7-cloro-4-
(fenilselanil) quinolina (4-PSQ) nos parédmetros de obesidade, alteragdes
comportamentais e neuroquimicas frente obesidade hipotalamica em ratos. Os
ratos Wistar machos receberam inje¢des subcutaneas de glutamato
monossodico (GMS, 4 g/kg) ou solugao salina (1 ml/kg) no periodo neonatal.
ApOs a avaliagdo do indice Lee, os animais foram divididos em grupos e
tratados diariamente com 4-PSQ (5 mg/kg, via intragastrica) ou éleo de canola
(1 ml’kg) uma vez ao dia (dias pos-natal - DPN 60 — 76). Foram realizados os
testes de campo aberto, labirinto de cruz elevado, nado forcado, memoaria de
reconhecimento/localizacdo de objetos e esquiva inibitoria aversiva do DPN 66
a 74. No DPN 76, os animais foram submetidos a eutanasia para remoc¢ao da
gordura epididimal, do sangue, do cortex cerebral e do hipocampo. Os
parametros bioquimicos sanguineos e as atividades da acetilcolinesterase
(AChE) e Na*K*-ATPase no cortex cerebral e hipocampo foram avaliados. O
GMS aumentou indice Lee, caracterizando modelo de obesidade hipotalamica
induzida quimicamente. O 4-PSQ reverteu os aumentos na quantidade de
gordura epididimal, da glicemia e de triglicérides causados pela exposi¢cao ao
GMS. O 4-PSQ foi eficaz na protecdo contra os comportamentos do tipo
ansiedade e depressao induzidos por administracbes neonatais de GMS. O
déficit de memoria encontrado nos ratos obesos com GMS foram revertidos
pelo 4-PSQ. As alteragdes neuroquimicas produzidas pelo GMS evidenciadas
pela estimulagdo nas atividades da Na*K*-ATPase e AChE no cortex cerebral e
no hipocampo de ratos foram restauradas pelo tratamento com o 4-PSQ. Em
conclusao, o tratamento com o0 4-PSQ melhorou os parametros relacionados a
obesidade hipotalamica, bem como os sintomas psiquiatricos, o déficit cognitivo
e alteragdes neuroquimicas encontradas em ratos obesos GMS.



ABSTRACT

Obesity is considered one of the major global health problems and increases
the risk of several medical complications, such as diabetes and mental
illnesses. The present study investigated the effect of 7-chloro-4-(phenylselanyl)
quinoline (4-PSQ) on obesity parameters, behavioral and neurochemical
alterations in hypothalamic obese rats. Male Wistar rats received subcutaneous
neonatal injections of monosodium glutamate (MSG, 4g/kg) or saline. After the
Lee Index evaluation, rats were divided into groups and treated with 4-PSQ (5
mg/kg, intragastric route) or canola oil once a day (post-natal days — PND
60—76). Open-field, elevated plus maze, forced swimming, object
recognition/location memory and step-down inhibitory avoidance tasks were
conducted from PND 66 to 74. At PND 76, rats were euthanized and epididymal
fat, blood, cerebral cortex, and hippocampus were removed. Blood biochemical
parameters and cortical/hippocampal acetylcholinesterase (AChE) and Na+/K+-
ATPase activities were assessed. MSG increased Lee Index, characterizing the
chemically-induced hypothalamic obesity model. 4-PSQ reverted the increases
on the epididymal fat amount, blood glucose and triglyceride levels caused by
MSG exposure. 4-PSQ restored anxiety-like and depression-like behaviors
induced by neonatal administrations of MSG. Memory deficits found in MSG-
obese rats were reverted by treatment with 4-PSQ. The neurochemical
alterations produced by MSG evidenced by stimulation of Na+/K+-ATPase and
AChE activities in the cerebral cortex and hippocampus of rats were restored by
4-PSQ treatment. In summary, 4-PSQ therapy ameliorated hypothalamic
obesity-related parameters, as well as psychiatric symptoms, cognitive

impairments and neurochemical alterations found in obese rats.
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1. Introducgao

As doengas crénicas ndo transmissiveis (DCNT) sdo uma classe de
doengas que englobam um dos principais problemas de saude mundial,
apresentando altos indices de mortalidade entre a populagdo (Oliveira et al.,
2009). Dentre estas doengas, encontra-se a obesidade, com grande impacto na
qualidade de vida de seus acometidos. A obesidade € um problema de saude
considerado grave, podendo até mesmo ser classificado como uma epidemia
mundial (Damaso et al., 2001).

A obesidade € uma doenga endocrino-metabdlica caracterizada,
principalmente, pelo excesso de gordura corporal, resultante de um processo
de desequilibrio crénico entre o consumo alimentar e o gasto energético total.
Na maioria das vezes, € ocasionada pela mudanca de habitos da populacao
com aumento do consumo energético, principalmente através de ingestdo de
carboidratos e gorduras em alimentos processados, em conjunto a um menor
gasto calorico (Calle, 2004). A diminuigdo do gasto caldrico esta amplamente
correlacionada ao nivel de sedentarismo das pessoas, partindo de habitos
diarios menos ativos e, até mesmo, as exigéncias das profissdes atuais.

Um dos principais métodos de avaliagao de excesso de peso € a partir do
indice de massa corporal (IMC), sendo uma relagdo do peso em quilogramas
dividido pelo quadrado da altura em metros (kg/m?), onde valores superiores a
25 kg/m? é caracterizado como excesso de peso, de 25 a 30 kg/m? sobrepeso e
acima de 30 kg/m? obesidade (WHO, 2017). A classificacdo de obesidade, via
de regra, é suficiente para indicar uma causalidade de prejuizo direto em certas
fungbes fisiologicas do organismo. Porém, é importante ressaltar que mesmo
estando dentro da faixa classificada como saudavel, é possivel um individuo
apresentar acumulo adiposo excessivo e prejudicial (Monteiro, 1998; Milano et
al., 2020).

De fato, com a industrializagdo, ocorreu um aumento na oferta de
alimentos palataveis, energéticos e com menor custo, propiciando fatores que
desencadeiam o transtorno da obesidade (Pi-Sunyer, 2003). Desta forma, é
possivel constatar que a etiologia da obesidade apresenta carater multifatorial,
relacionada a fatores genéticos, ambientais, comportamentais e socioculturais

(Pinho et al., 2013; Garibalde et al., 2014). Ademais, ndo € uma doenca
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adquirida de maneira imediata, mas sim por acumulo de comportamentos e
costumes de risco, que tera como consequéncia a associagao de disturbios
metabalicos e outras comorbidades (Bray et al., 2005; Li et al., 2005).

Neste cenario, em relacdo ao tratamento desta enfermidade, ha uma
gama de dietas utilizadas para perda de peso, na maioria das vezes atreladas
a pratica de atividade fisica. Porém, em casos extremos, quando a dieta e os
exercicio ndo sao suficientes ou nao aplicaveis, se faz necessario o uso de
tratamento farmacologico (Wadden et al., 2012). Dentre os tratamentos para a
obesidade, a maioria envolve certos riscos de uso e efeitos colaterais
significantes, ainda mais por serem indicados para pacientes de médio a alto
risco de vida (Holly, 2013). Criticamente, a terapia atual nado trata
concomitantemente as suas comorbidades, sendo necessario o uso de
multiplos farmacos.

Atualmente, no Brasil, ha cinco medicamentos registrados que podem ser
utilizados para o tratamento da obesidade, sendo estes: anfepramona
(dietilpropina), fempropores, mazindol, sibutramina e orlistate. Além destes, ha
também medicamentos que sdo eventualmente utilizados para a perda de
peso, mesmo nao sendo oficialmente aprovados para tal. Alguns exemplos s&o
metformina, fluoxetina, sertralina e topiramato, além de outros medicamentos
que tenham acgao ansiolitica e antidepressiva, muitas vezes sendo capaz de
conter o aumento de peso causado pela obesidade (ABESO, 2010; Holly, 2013;
De Vita, 2013; ABESO, 2020). Porém, normalmente, estes tratamentos causam
efeitos adversos significativos e, desta forma, estudos com intuito de descobrir
possiveis novos tratamentos que atuem tanto na obesidade como em suas
comorbidades, com menos efeitos colaterais, apresentam grande importancia.

Tendo em vista a importancia de estudos que visem desenvolver novos
farmacos, nosso grupo de pesquisa tem dedicado atengdo especial em estudos
que avaliam o efeito compostos organicos derivados de quinolina contendo
selénio, ja que esta classe tem apresentado atividades bioldgicas promissoras
(Kim and Kim, 2018; Quines et al. 2016a; Pinz et al., 2018; Luchese et al.,
2020). Dentre esta classe de compostos, destaca-se o composto 7-cloro-4-
(fenilselanil)quinolina, denominado neste trabalho como 4-PSQ. Este composto
apresentou previamente atividades relevantes em diversos modelos

experimentais em roedores, tais como: neuroprotetor, antioxidante, tipo
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antidepressivo, tipo ansiolitico, reversao de lesbes de dermatite, entre outras
atividades (Barth et al. 2019; Luchese et al., 2020; Pinz et al., 2018; Reis et al.
2017; Silva et al., 2017; Vogt et al., 2018; Voss et al., 2018).

Desta forma, a importancia deste trabalho esta relacionada com o
interesse em avaliar o efeito do 4-PSQ no tratamento da obesidade e suas
comorbidades, pois esta DCNT gera custos socios-econdmicos importantes na

sociedade contemporénea e um prejuizo na qualidade de vida dos individuos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do 4-PSQ como um novo
candidato para o tratamento da obesidade e suas comorbidades usando o

modelo de obesidade hipotalamica ratos Wistar machos.

2.2. Objetivos especificos

eInvestigar o efeito anti-obesidade do 4-PSQ no modelo de obesidade
induzida por GMS em ratos;

e Avaliar o efeito do tratamento com 4-PSQ no declinio cognitivo causado
pelo modelo de obesidade induzida por GMS em ratos;

eAnalisar o efeito do tratamento com 4-PSQ nas comorbidades,
comportamento tipo-depressivo e tipo-ansiolitico, nos animais obesos;

e Averiguar o envolvimento da atividade das enzimas acetilcolinesterase
(AChE) e Na*K*-ATPase no cérebro dos animais submetidos ao modelo de
obesidade induzida por GMS;

e Avaliar a atividade do composto em relacdo a parametros metabdlicos

de glicose e triglicérides no sangue dos animais.
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3. Revisao Bibliografica
3.1. Obesidade

A obesidade € uma doenca de grande impacto para a saude publica,
onde a sua prevaléncia vem crescendo em ritmos alarmantes na populacéo,
estando associada a morbidade e mortalidade dos acometidos, além
desenvolvimento de outras doengas em comorbidade (ABESO, 2020;
Kopelman, 2000). A obesidade é um transtorno que altera principalmente o
metabolismo energético, sendo caracterizada por um aumento no
armazenamento de energia, principalmente na forma de triglicérides no tecido
adiposo, gerando um aumento no peso dos individuos (Milano et al., 2020;
Montenegro e Franco, 1999). Essa condigdo deve-se ao aumento na ingestao
caldrica, gerando efeitos como liberagdo de substancias bioativas que exercem
efeitos sobre o metabolismo de glicose e lipideos (Kobayasi et al., 2010;
Onaolapo et al., 2019). Ainda, é responsavel pelo desencadeamento de
desordens metabdlicas, como a sindrome metabdlica (Ivkovic-Lazar et al.,
1992; Milano et al., 2020).

Os danos causados pela obesidade afetam diferentes o6rgdos e sao
atribuidos, principalmente, pela liberacdo de fatores na circulagdo sanguinea,
com efeito direto em células e tecidos (Schmidt et al., 2005). Individuos com
essa doenga apresentam diferentes aspectos de distribuicdo de gordura, como
por exemplo, distribuicdo geoides (distribuicdo maior em coxas e nadegas) ou
distribuicdo androide (acumulo maior na regido do abdémen) ambas com graus
de periculosidade a vida (Pi-Sunyer, 2000; ABESO 2010).

Importante ressaltar que a obesidade é considerada uma doencga
multifatorial, causando prejuizos significativos na saude dos pacientes e seu
desenvolvimento pode ou nao estar associado a fatores genéticos e ambientais
(Bouchard, 1993), além dos fatores comportamentais, sociodemograficos e
habitos alimentares (Rissanen et al., 1991; Horie et al., 2010). Existem
diferentes métodos de avaliacdo do peso corporal e um dos métodos para
diagnodstico mais utilizado € baseado na relagdo do peso e altura, perante um
padrao estimado pelo IMC (Sichieri, 1998; Pischon et al., 2008). Outro método
€ a avaliacdo de medidas de pregas cutaneas, densitometria, impedancia

bioelétrica, entre outros. Assim, a maioria dos métodos, indicam a classificagcao
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dos individuos em: baixo peso, eutrofico, sobrepeso, obesidade grau |, grau ll e
grau lll (Halpern e Mancini, 1996; WHO, 2000; Abeso, 2010; Abeso, 2020),
como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo de obesidade segundo a OMS, a partir do IMC (WHO,
2000).

Valor de IMC Classificacao

IMC <18,5 Abaixo do peso
18,5-24,9 Peso normal

25,0 -29,9 Excesso de peso
30,0 - 34,9 Obesidade classe |
35,0 - 39,9 Obesidade classe |l
Maior ou igual 40,0 Obesidade classe Il

A energia calorica dos alimentos provem de trés tipos especificos de
macronutrientes, sendo eles gorduras, carboidratos e proteinas. Assim, a
ingestdo de macronutrientes tem relacdo direta com a ingestdo calorica de
cada individuo, variando em relagdo ao peso, a altura e ao nivel de atividade
fisica diaria, impactando no gasto calorico total (Sa e Moura, 2011). Alimentos
densamente caldricos estao entre as principais escolhas entre os individuos e
um dos fatores apontados como responsaveis pelo consumo de alimentos
industrializados é a quantidade massiva de propagandas em todos meios de
comunicagao (Sadeghirad et al., 2016).

Associado ao aumento de ingestéo caldrica, outro fator que contribui para
0 aumento de pessoas com obesidade € a relagdo do padréo de sedentarismo
na populacio. De fato, o estilo de vida tem relacéo direta com a pré-disposi¢cao
ao desenvolvimento da obesidade em conjunto a certas comorbidades, onde o
tabagismo e o alcoolismo também sao fatores agravantes (Sarturi et al., 2010).
Além disso, a presenca de outras doengas, como diabetes mellitus e
depressao, implica em uso regular de medicamentos, que também geram
alteragdes fisioldégicas e comportamentais (Alaba e Chola, 2014), podendo
ocorrer um acumulo de efeitos adversos destes.

Frente as diferentes classificacbes que o tecido adiposo pode apresentar,
cada um apresenta fungdes distintas e especificas que possibilita diferencia-

los. O tecido adiposo branco € rico em lipideos e aumenta de tamanho frente



21

ingestdo excessiva de alimentos com consequente armazenamento de
triglicérides. Por sua vez, o tecido adiposo marrom €& rico em mitocondrias,
sendo especializado na produgao de calor e controle da temperatura corporal.
Ja o tecido adiposo bege, classificagdo mais recentemente descoberta, é
considerado um tecido intermediario frente os anteriores. Este apresenta
caracteristicas distintas de adipocitos marrons (estimulado por exercicios
fisicos) que surgem nos adipocitos brancos (Fonseca-Alanis et al., 2006; Seale,
2013; Kajimura et al., 2015).

Tendo em vista o que foi exposto e pelo aumento exponencial no indice
de pessoas com sobrepeso, bem como de outros agravos diretamente
relacionados a obesidade, é importante ampliar os conhecimentos perante os

mecanismos que interferem no desenvolvimento destas desordens.

3.1.1. Fisiopatologia da obesidade

No desenvolvimento da obesidade ha um acumulo de gordura, causando
efeitos nocivos ao organismo (Arroyo-Johnson e Mincey, 2016). No processo
de desregulagdo do tecido adiposo é iniciado uma resposta inflamatéria,
ligeiramente diferente, classificada como inflamac&o crénica de baixo grau
(Mraz e Haluzik, 2014). Apesar da intensidade baixa, quando comparada com
processos como sepse, a inflamacado induzida pela obesidade apresenta
profundos efeitos na via metabdlica, desempenhando papéis em outras vias
funcionais do organismo (Oliver et al., 2010).

A funcédo endocrina da obesidade esta relacionada a liberagéo de certos
horménios, como leptina, que afeta outros mecanismos neuroenddcrinos, como
na atividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) (Fonseca-Alanis et al.,
2006; Torrezan et al., 2019). Além disso, a hipertrofia do tecido adiposo, por
levar a liberacdo exacerbada de moléculas pro-inflamatorias, aumenta o
processo de respiragao celular e a producdo de espécies reativas, levando a
fatores comumente associados as doengas cronicas (Spereta et al., 2014).
Desta forma, a inflamagéo crénica e a ativagdo do sistema imunoldgico sao
fatores da fisiopatologia que se relaciona com as comorbidades da obesidade
(Maurizi et al., 2018).
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Adicionalmente, tem sido evidenciado que o eixo HPA apresenta
relevantes alteragdes frente a estimulos estressores, tais como os ocasionados
na obesidade e por transtornos cognitivos e psiquicos. Ainda, as células do
sistema imune, uma vez estimuladas pela glandula adrenal e pituitaria, atuam
liberando citocinas pro-inflamatorias, estimulando o hipotalamo, e
concomitantemente atuando sobre o funcionamento do eixo HPA.
Resumidamente, a perturbacdo do eixo HPA esta associado, muitas vezes, a
processos de obesidade (Soares et al., 2009; Torrezan et al., 2019).
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Figura 1. Representagao esquematica do eixo Hipotalamo-Pituitario-Adrenal (HPA) e sua

relagdo em processos de desequilibrio dos niveis de cortisol. Criagdo autoria propria.

Os mecanismos neuroenddcrinos desempenham um papel central frente
a ingestado caldrica e o gasto energético, onde estes mecanismos neurais e
hormonais podem ser divididos em sistema periférico ou aferente, nucleo
arqueado no hipotalamo e sistema eferente (Oria e Brito, 2016). Existe uma
grande atengao ao impacto da obesidade frente ao funcionamento do sistema
nervoso central (SNC), tornando-o mais suscetivel a disfungdes neuronais. Os

transtornos mais descritos e correlacionados a obesidade incluem o déficit
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cognitivo, a depressdo e a ansiedade (Whitmer et al., 2008; Mansur et al.,
2015).

A dependéncia alimentar na obesidade ainda permanece discutivel, mas
ha evidencias que indicam que o consumo exagerado de alimentos pode
acarretar em comportamentos viciantes (Wang et al., 2004). Certos
comportamentos manifestam padrées alimentares problematicos, como
tentativas fracassadas de reduzir a ingesta de alimentos ou alimentagéo
continuada apesar das consequéncias negativas. Ainda, o cérebro parece
responder a estimulos gerados por estes alimentos altamente palataveis de
maneira semelhante aos estimulos gerados por drogas viciantes.

A hipétese mais aceita da dependéncia alimentar parte da premissa de
que, aditivos alimentares, utilizados deliberadamente para enaltecer sabor e
aumentar tempo de prateleira de produtos, podem desencadear estes efeitos
viciantes quando em excesso (Hebebrand et al., 2014). O processo viciante é
considerado cronico e recorrente, dependente de fatores externos, que neste
caso incluem desejo por comida como forma de recompensa (Dagher, 2009).
Desta forma, pode-se sugerir ainda que alimentos viciantes e substancias
altamente palataveis podem competir por vias neurofisiolégicas semelhantes,
tendo como consequéncia principal o desenvolvimento da obesidade com
disturbios das fungdes neuronais.

Como ilustrado na Figura 2, o desenvolvimento da obesidade apresenta
certos processos bem descritos na literatura. Resumidamente, o inicio do
transtorno € considerado multifatorial, capaz de gerar um estresse no
organismo que acarreta em cascatas de liberagdo de mediadores inflamatorios.
Estes, por sua vez, influenciam negativamente na neuroplasticidade, que é a
capacidade do sistema nervoso adaptar-se e moldar-se a nivel estrutural e
funcional ao longo do desenvolvimento neuronal. O cérebro, 6érgdo suscetivel a
processos estressores, apresenta alteragdes em regides especificas durante
desenvolvimento da obesidade. Este efeito gera um desequilibrio funcional
cerebral, gerando um desequilibrio de neurotramissores (como de dopamina e
glutamato) e enzimas (como AChE e Na*K'-ATPase). Consequentemente,
estes efeitos geram alteragdes comportamentais relevantes e patologicas, tais
como o declinio cognitivo, a ansiedade e a depresséo (Zhang et al., 2014).
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Figura 2. Representagdo esquematica dos efeitos ocasionados do desenvolvimento de
obesidade. (Adaptado de Zhang et al., 2014). Abreviaturas: IL-6 (interleucina-6); TNF-a (Fator

de necrose tumoral alfa); NFkB (Fator nuclear kappa B); MAP (proteina-quinase ativadas por

mitégenos).

3.1.2. Obesidade e comorbidades associadas

A Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) classifica a obesidade como um
fator de risco para outras enfermidades graves de saude fisica e mental.
Estudos experimentais demonstram uma relagdo direta entre a obesidade e o
desenvolvimento de disfung&o cognitiva e as alteragbes na atividade cerebral
(Medic et al., 2016; Quines et al., 2016a, b). Certos estudos demonstram que
esta DCNT tem contribuicdo direta em doengas neurodegenerativas e de
carater psiquiatrico (Profenno et al., 2010; Morris e Tangney, 2014; Gibson-
Smith et al., 2018). Ademais, como evidenciado em estudos em humanos,
pacientes obesos apresentam desempenho inferior em determinadas tarefas
utilizadas para caracterizar déficits cognitivos, aumento de impulsividade e
hipofungdo executiva, quando comparados com pacientes considerados
magros (Smith et al., 2011; Vainik et al., 2013).

Dentre as doencas que afetam a saude mental, as mais predominantes
sdo transtornos alimentares, aliados a episédios de ansiedade e depresséao
(Azevedo e Brito, 2012; Luz et al.,, 2018). Ainda, foi evidenciado que a
obesidade tem correlacdo com alteracdes em estruturas cerebrais e nos niveis

de certos neurotransmissores e enzimas, que estdo atrelados a estas
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alteragdes comportamentais (Lopez-Perez et al., 2010; Sasaki-Hamada et al.,
2015). Ainda, foi demonstrado que a ativacdo do cértex pré-frontal esta
associada ao aumento da saciedade, desta forma lesdes em estruturas
cerebrais tem efeito direto em certas fung¢des, tais como no desejo por
alimentos (Goldman et al., 2011).

Assim, a principal teoria para tais comorbidades atreladas a obesidade,
inclui alteragdes em estruturas cerebrais, tais como o cértex e o hipocampo, as
quais apresentam funcbes frente a neurotransmissores e a modulacido de
processos cognitivos (Olney, 1969). Desta forma, lesbes em estruturas
cerebrais podem levar a um desequilibrio de niveis hormonais e enzimaticos,
que podem desencadear problemas psiquicos e cognitivos diversos (Gao et al.,
2015; Dronse et al., 2017).

3.2. Obesidade induzida pelo glutamato monossédico (GMS)

O uso de modelos animais é uma ferramenta fundamental para
compreensao de bases genéticas e fisiolégicas, comportamentos e outros
tantos parametros possiveis de serem avaliados na obesidade. Em diversos
modelos experimentais de obesidade em animais €& possivel avaliar
comorbidades que supostamente estdo envolvidas. Os projetos de pesquisa
gue envolvem uso de animais s&o considerados essenciais e requeridos para
experimentos cientificos. Dentre as diferentes espécies animais que podem ser
utilizadas para os estudos, os roedores encontram-se como 0s mais
comumente utilizados pela elevada semelhangca fisiologica e alta
reprodutividade de resultados encontrados. Os ratos da raga Wistar vem sendo
amplamente utilizados em varios estudos que buscam novos compostos
farmacolégicos no combate de doencgas, incluindo obesidade e suas
comorbidades (Quines et al., 2016a, 2016b; Quines et al., 2018).

Tendo em vista que o desenvolvimento da obesidade comumente
apresenta disfungdo, como do sistema serotoninérgico, é possivel avaliar em
modelos experimentais em animais parametros de comportamento do tipo

ansioso, do tipo depressivo e de disfungdes cognitivas pela presenga comum
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de vias da fisiopatologia destes transtornos (Quines et al., 2014; Quines et al.,
2016a).

Os modelos de inducdo de obesidade sio alvos utilizados com o intuito
de desenvolver um melhor entendimento do efeito metabdlico e da
fisiopatologia da doenga. Desta forma, com maior elucidagdo dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da obesidade, torna-se possivel descobrir
possiveis novos tratamentos, tanto para a propria doenga como para suas

comorbidades (Pappachan e Viswanath, 2017).

Frente a problematica apresentada pela obesidade e os efeitos
relacionados a mesma, existem diversos modelos experimentais em animais,
tais como modelos de animais com alteragdes genéticas (Zuker e gene ob/ob)
(Kanasaki e Koya, 2011), modelo de indugdo por agente quimico (lesé&o
hipotaldmica, induzida por GMS) (Scomparin et al., 2009), além de tantos
outros modelos ja estabelecidos na literatura.

Estudos experimentais em ratos apresentam maior reprodutibilidade dos
efeitos da obesidade, tornando-se muito importantes para elucidar mecanismos
bioldgicos envolvidos. A utilizagdo de indugao da obesidade por administracéo
de GMS em ratos é um dos principais métodos utilizados para desenvolvimento
de novos tratamentos na pesquisa pré-clinica, pois envolve fenbmenos que
permitem a avaliagdo dos mecanismos e rotas que possam estar envolvidas no

tratamento e doenga (Dawson et al., 1989).

Desta forma, o modelo de indugdo por GMS no periodo neonatal, no qual
a barreira sangue-cérebro ainda ndo esta totalmente formada, induz a
destruicdo de corpos celulares neuronais no SNC. Consequentemente, gera
alteragdes em neurdnios do nucleo arqueado do hipotalamo, gerando déficits
funcionais, neuroenddcrinos e inflamacao (Nardelli et al., 2011; Miranda et al.,
2016)

O GMS é um aminoacido dicarboxilico neuroexcitatério, derivado do acido
glutdmico, comumente utilizado na culinaria como condimento alimentar, a fim
de enaltecer sabores sendo até mesmo conhecido por acrescentar o quinto
gosto sensorial, "umami”, € encontrado em diversos produtos industrializados e

ultraprocessados (Bétran et al., 1992; Damak et al., 2003). O consumo do
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aditivo chega até 4g/dia em paises asiaticos, e além disso, ha um grande
volume produzido desse aditivo que pode ser usado indiretamente em
embutidos, molhos prontos e refeicbes congeladas, contribuindo para a
elevada ingestdo do mesmo (Reyes, 2013).

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério do SNC, com
sinalizagdo mediada por receptores ionotrépicos e metabotropicos (Swanson et
al., 2005). Também participa de uma variedade de processos fisiologicos,
sendo muito importante na plasticidade sinaptica, aprendizagem e memoria,
além de coordenagdo motora e emogdes. Quando em excesso, o glutamato
desencadeia hiperexcitagdo de células nervosas, podendo causar
excitotoxicidade e tem estado relacionada com desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas e neuropsiquicas (Mehta et al., 2013). Na figura 3 é
possivel visualizar o processo de neurotransmissao glutamatérgica, onde é
possivel observar que o excesso de glutamato contribui para o processo de
excitotoxicidade.
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Figura 3. Representacdo esquematica do processo de neurotransmissdo e
excitotoxicidade do glutamato (adaptado de Purves e colaboradores, 2004 e de Messing,
2006).
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Em relagc&do a seguranga do uso de GMS, ha grandes controvérsias entre
diversos autores. Como demonstrado por Tordoff e colaboradores (2012) e por
Brosnan e colaboradores (2014), o consumo de GMS n&o tem relag&o direta
com causas de sobrepeso ou obesidade. Entretanto, outros autores
demonstraram que este aditivo gera neurotoxicidade, aumentando a circulagéo
de glutamato no cérebro, causando lesdes a areas especificas cerebrais, como
no nucleo arqueado do hipotalamo, que gera efeitos hiperfagicos, sobrepeso e
obesidade (Ferreira, 2015; Rojas-Castafieda et al., 2016). Ha um grande apelo
de estudos que envolvam esse aditivo, a fim de melhor compreender a
neurotoxicidade e sua correlagdo com outros transtornos comportamentais,

como declinio de memoria.

A administragdo de GMS, no periodo neonatal, em ratos, causa danos em
areas especificas do cérebro em desenvolvimento (Lutz e Woods, 2012). Estas
lesdes sao explicadas pela administracédo ser realizada quando os animais sao
recém-nascidos, sem apresentar a barreira sangue-cérebro totalmente
formada, tornando-se mais suscetiveis a danos (Miskowiak E Partika, 1993).
Apo6s 30 dias do periodo de indugdo € possivel avaliar os parametros de
obesidade nos animais, onde o principal método de validagdo do modelo parte
da avaliacido do indice de Lee. Este parametro estabelece uma relagao entre o
tamanho dos animais e seu respectivo peso, onde normalmente os animais
induzidos apresentam menor tamanho (cm) e peso mais elevado ou igual, ao
dos animais controles. Este efeito € explicado através da reducado da secrecao
de horménio do crescimento, por desregulagdo do eixo HPA, causado pelo
GMS (Thompston et al., 1994).

O modelo de indugdo com GMS causa alteracbes especificas no
aspecto corporal do animal, relacionado diretamente a uma menor
concentracdo de hormdnio do crescimento circulante e menor sensibilidade de
receptores de hormdnio em tecidos periféricos (Dolnikoff et al., 1988). Para que
haja liberagdo do horménio do crescimento € necessario um estimulo do fator
liberador, o qual € produzido no nucleo arqueado. Entretanto, como a indugao
com GMS causa dano a essa regiao, a liberagdo desse horménio acaba sendo

deficitaria (Lu et al., 2001).
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Como mencionado, no modelo de indugao por GMS ha uma perturbacao
significativa do eixo HPA. Este por sua vez, desencadeia alteragdes
comportamentais, metabdlicas, imunoldgicas e psiquicas (Contoreggi, 2015). O
estresse, como o0 presente na obesidade, induz um aumento nos niveis de
glicocorticoides, altera a organizagdo sinaptica hipocampal, inibindo
neogénese, com consequente atrofia da arborizagdo dendritica e menor
numero de sinapses (Schoenfeld e Could, 2012). Este processo de aumento
dos niveis de cortisol apresenta efeito similar na patologia de obesidade,
ansiedade, depressdo e declinio cognitivo, demonstrando a grande
versatilidade do modelo.

Alteracbes em estruturas cerebrais, tais como o cértex e o hipocampo,
foram previamente demonstrados em modelos de indugdo com GMS, induzindo
processos de declinio cognitivo em animais (Dief et al., 2014). Ainda, aliado ao
desenvolvimento da obesidade, sugere-se que ha ativacdo de processos
inflamatorios e estresse oxidativo, presentes na fisiopatologia de outras
desordens psiquiatricas (Pistell et al., 2010; Tucsek et al., 2013; Gahnei et al.,
2016).

A administragdo de GMS em altas doses, entre 2 a 4g/kg do peso do rato
em até 10 administragdes (De Mello et al., 2001), torna-se toxico ao SNC por
aumentar condutancia iénica de membrana e com intuito de restaurar esse
acontecimento, ocorre uma exaustdo de estoques energéticos em conjunto
com a morte celular (Coyle et al., 1981). Ainda, ocorrem maiores estoques de
gordura, menor taxa metabdlica basal, dislipidemias, entre outras situagdes
(Araujo et al., 2016; Remke et al.,1988; Gaspar et al., 2016).

3.2.1. Glutamato Monossaédico e alteragcoes comportamentais

A administracdo de GMS no periodo neonatal em ratos gera alteragdes
comportamentais, tais como desordens psiquicas e cognitivas. Dentre estas, o
comportamento tipo depressivo € comumente avaliado neste modelo de
inducao por GMS, sendo associada ao desequilibrio oxidativo e enddcrino, que
propicia sua coexisténcia a obesidade (Quines et al., 2016b; Quines et al.,

2018). A fisiopatologia da depresséo e ansiedade implica em dano ao eixo HPA
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e a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, semelhante ao encontrado no
desenvolvimento da obesidade (Jeon e Kim, 2016). Como as citocinas e os
neurotransmissores afetam a neurogénese nas regides cerebrais envolvidas
com a depressdo, ha uma correlagio com um desequilibrio geral do
funcionamento cerebral e um consequente declinio cognitivo (Lauterbach,
2016).

A depressdo e a ansiedade sdo doencas fisiologicas caracterizadas por
disturbio emocional com redugao de sinais monoaminérgicos e, no modelo de
GMS, parece estar atrelada principalmente a alteragcbes no sistema
GABAérgico e serotoninérgico (Meyer et al., 2006; Rosa et al., 2016). Em
relagéo a depresséo, como evidenciado por Quines e colaboradores (2014), os
ratos induzidos com GMS apresentam maior suscetibilidade ao
desenvolvimento de comportamento depressivo pelo aumento na captagao de
serotonina no cortex cerebral. Ainda, neste modelo, a ansiedade também
apresenta associacdo aos niveis aumentados de corticosterona plasmatica por
meio de sensibilizagdo da atividade do eixo HPA (Guimaraes et al., 2017).
Pode-se constatar que a saude mental € prejudicada com desenvolvimento da
obesidade, causando atrofia em lobos frontais do cérebro, modificando até
mesmo questdes sociais (Raji et al., 2010)

Sugere-se ainda que, estas alteragdes cognitivas e psiquicas podem ter
uma base comum com sindromes metabdlicas induzidas pela obesidade
(Kiliaan et al., 2014). No modelo de inducédo de obesidade com o GMS é
possivel sugerir que o dano causado na regido cortex orbitofrontal lateral causa
o comportamento do tipo depressivo e do tipo ansioso, além de prejudicar a
neurogénse, impactando no declinio cognitivo (Saikrishna et al., 2018; Zhao et
al., 2019).

Resumidamente, a exposicdo ao GMS no periodo neonatal causa uma
disfuncdo do eixo HPA e, consequente, acumulo de tecido adiposo e
obesidade, além de causar dano neuronal na regido hipocampal do cérebro
levando a alteragbes comportamentais (Lopez-Perez et al., 2010). Como
demonstrado por Sasaki-Hamada e colaboradores (2015), o GMS exibe
marcadores de disfungéo cognitiva por comprometer a plasticidade sinaptica no
hipocampo, gerando um defeito pré e pos sinapses glutamatérgicas,

prejudicando a aprendizagem e o armazenamento de memorias.
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Ainda neste modelo, € possivel observar um aumento nos niveis de
glutamato intracerebral, especificamente na regido do hipocampo, que resulta
em niveis elevados de espécies reativas (Onaolapo et al., 2017). Considerando
que ha uma relagdo entre desempenho neurocomportamental/neuropsiquico
com o desequilibrio redox, sugere-se que uma redugdo da excitotoxicidade
glutamatérgica pode ser um alvo relevante para atuar frente aos prejuizos
causados pela indugao de obesidade por GMS (Khaliqg et al., 2015; Quines et
al., 2018).

Como ilustrado na Figura 4, a administracdo de GMS em ratos causa
lesbes em diferentes 6rgaos e sistemas do organismo. A indugdo por GMS
promove um desequilibrio na producdo de espécies reativas, danos a acidos
nucleicos, danos a lipidios de membrana, além de desencadear uma cascata
inflamatdéria danosa aos tecidos. Com o aumento do tecido adiposo, ha um
maior recrutamento de macréfagos e um processo de inflamagéo € iniciado,
que por sua vez altera a liberagdo de adipocinas. Este nivel de adipocinas
alterado, gera alteragbes no metabolismo energético neuronal, que acarreta em
disfuncdo do orgdo, com alteragdo nos niveis de neurotransmissores
importantes para formagdo da memoria. Além disso, as adipocinas também
influenciam no efeito da indu¢do por GMS no figado (disfungdo mitocondrial e
processo inflamatério) e no rim (apoptose celular e disfuncdo do 6rgao)
(Hajihasani et al., 2020).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos transtornos causados pela indu¢do por
glutamato monossédico (GMS) (Adaptado de Hajihasani et al., 2020). Abreviaturas: GMS
(glutamato monossédico).

3.2.2. Glutamato Monossoédico e enzimas Acetilcolinesterase e
Na*K*-ATPase

Evidéncias encontradas na literatura indicam que alteracdes estruturais
da anatomia do cérebro estdo comumente relacionadas ao desenvolvimento da
obesidade (Walther et al., 2010). Pacientes obesos apresentam, normalmente,
volumes reduzidos de substancia cinzenta no cortex pré-frontal e alteracbes em
regides hipocampais. Por sua vez, esta regido hipocampal apresenta papel
significativo no desenvolvimento do declinio cognitivo e de processos de
deméncia (Dahl et al., 2010). Adicionalmente, danos na regido do hipotalamo
também apresentam uma relagdo ao comportamento de hiperfagia e obesidade
(Purnell et al., 2014).

Em um estudo utilizando modelo baseado em neurocircuitos para a
obesidade foi possivel observar que existem quatro circuitos principais, sendo
eles recompensa, motivagao, aprendizagem e controle inibitorio. Individuos que
tinham uma alimentagdo excessiva de alimentos palataveis com grande
quantidade de aditivos, apresentavam um desequilibrio entre estes circuitos
neuronais. Assim, pacientes obesos apresentavam um comportamento de
impulsividade e compulsdo por alimentos, com menor controle inibitério de
saciedade, alterando também o processo de aprendizado (Volkow et al., 2011).
Em resposta a elevada ingestdo de alimentos, os pacientes obesos
apresentavam um  desequilibrio na concentracdo de dopamina
(neurotransmissor relacionado ao prazer) no cérebro, acarretando na

irregularidade destes circuitos (Carnell et al., 2012).

Sabe-se que regides do hipotalamo estédo diretamente envolvidas com a
sinalizagao da saciedade, enquanto regides do hipocampo e do giro pré-central
estdo mais comumente envolvidas com sinais de fome. As regides envolvidas
com fome encontram-se aumentadas de tamanho em pacientes obesos.
Especificamente, o hipocampo tem sido implicado na memoria dos alimentos

ou sentimento gratificantes em comer certos alimentos. Entdo, quando esta
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regido se apresenta em estado de desequilibrio, a recuperacéo e a relagéo de
respostas de apetite estardo perturbadas (Healy et al., 2005). A regido do
cortex preé-frontal lateral apresenta a principal fungdo de inibir o desejo de
consumir alimentos, e esta apresenta-se menos ativa em pacientes obesos, em

comparagao com nao obesos (Hare et al., 2009).

No desenvolvimento da obesidade, frente estas alteracdes em estruturas
cerebrais, as mudancas na conectividade sinaptica podem resultar em tomadas
de decis&o equivocadas e controle cognitivo em desequilibrio (Goldstein et al.,
2002; Ernst et al., 2001). Sugere-se, desta forma, que uma redugéo ou inibigdo
do funcionamento do cortex pré-frontal gera perda de comportamento de
controle inibitorio (Rosenkranz et al., 2001). Nestes casos, diversos processos
fundamentais para funcionamento adequado das células apresentam-se
alterados, o que, por sua vez, esta diretamente ligado a geracédo de potencial
de membrana, contragao celular e remogéo de ions téxicos (Baioni e Ambiel,
2010).

Dentre tantas proteinas presentes em membranas neuronais, destaca-se
a Na'K"-ATPase. Esta enzima €& responsavel por garantir equilibrio osmdético
necessario para a transmissao nervosa, absorcgao e liberacdo de determinados
neurotransmissores (Zhang et al., 2014). Como demonstrado por Blom e
colaboradores (2016), a alteragdo na atividade desta enzima causa um
desequilibrio osmatico, capaz de alterar toda cascata de liberagao e recaptacao
de neurotransmissores, importantes para o processamento de memorias. Estes
efeitos podem acarretar em alteragbes na atividade locomotora, no
comportamento social e no declinio de aprendizado e memdéria (Arnaiz e
Ordieres, 2014; Kirshenbaum et al., 2016).

Como demonstrado por Quines e colaboradores (2016b) a administragao
de GMS causa uma diminuicdo na atividade desta enzima associada aos
transtornos comportamentais. Ainda, a mesma esta intimamente ligada a
absorgao de glutamato, onde a inibicdo da enzima pode restringir a absorgéo
deste neurotransmissor, enquanto os niveis de glutamato extracelular
estimulam a Na*K*-ATPase via ativacdo de seus neurotransmissores. Pode-se

sugerir assim que, a enzima é um modulador importante da captagado de
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glutamato por seu potencial regulador dos receptores deste neurotransmissor,
sendo um potencial alvo para avaliar a protegdo da neurotoxicidade gerada

pelo excesso de glutamato (Rose et al., 2009).

Como demonstrado na Figura 3, um dos mecanismos responsaveis pelo
aumento de niveis de glutamato extracelular é relacionado a atividade da
enzima Na*K*-ATPase. Esta enzima regula as concentra¢des de ions e conduz
a captagao do glutamato (Rose et al., 2009). Como relatado previamente, os
transportadores de glutamato e desta enzima operam em conjunto para regular
a neurotransmissao do glutamato em células neuronais. Assim, fica claro que
alteracdes da enzima estdo correlacionados com a sinalizagdo de glutamato,
que, por sua vez, gera alteracdo na atividade do orgado cerebral e

comportamental dos animais (Rose et al., 2009; Khaliq et al., 2015).

Ainda, em relacdo a memoria e disturbios psiquicos, € de suma
importancia relatar que ha uma associagdo entre desequilibrio do sistema
colinérgico e o desenvolvimento estas disfungbes (Madhavadas et al., 2015;
Farruggia e Small, 2019). No modelo de administragdo de GMS, sabe-se que
ha um efeito neurotoxico, afetando diretamente o sistema colinérgico. Neste
sistema, a enzima AChE desempenha papel importante, relacionada a
processos de equilibrio do sistema oxidante/antioxidante (Swamy et al., 2013).

A enzima AChE é responsavel por realizar a hidrélise de acetilcolina
(ACh) impedindo a continuidade da transmissdo sinaptica deste
neurotransmissor. A ACh & um neurotransmissor de carater essencial na
transmissao colinérgica (Martini et al., 2015). O modelo de indug&o por GMS é
conhecido por gerar disfungao neste sistema colinérgico, aumentando os niveis
desta enzima. Este efeito causa uma disfungdo que propicia no declinio de
memédria em animais, demonstrando a importancia desta via no
desenvolvimento de estudos frente fisiopatologia da obesidade (Madhavadas e
Subramanian, 2015).

3.2.3. GMS e alteragdes bioquimicas no sangue

Dados na literatura demonstram que alteragdes metabdlicas, como

dislipidemia e niveis de glicose sanguinea, podem ser resultado do efeito de
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toxicidade da indugdo com GMS em animais (Madhavadas e Subramainian,
2015; Quines et al.,, 2016a; Quines et al., 2018). Em pacientes obesos, as
alteragbdes metabdlicas no sangue sao os primeiros sinais de disfungéo
metabdlica, resultante de alteragcées enzimaticas de certos 6rgdos (Nandipati et
al., 2017).

O aumento do acumulo de gordura do epididimo, que &€ comumente
verificada no modelo de indugdo por GMS em ratos, gera uma alteragdo no
metabolismo do organismo, consequentemente, impacta nos niveis de
triglicerideos e glicose circulante (Heck et al., 2016), além de outros disturbios
em marcadores bioquimicos. A principal causa destes disturbios é o dano que
a indugdo com GMS gera no 6rgao central para manutengdo da homeostase,
figado, que € muito suscetivel a processos de estresse oxidativo (Meng et al.,
2011). Ainda, ha uma correlacdo do metabolismo de moléculas, como a de
glicose, onde animais induzidos com GMS apresentavam concentragdes
sanguineas de insulina mais altas do que animais controles (Nagata et al.,
2006).

Como demonstrado por Sasaki-Hamada e colaboradores (2015), no
modelo de indugdo por GMS, € possivel verificar que os animais apresentam
intolerancia a glicose, e que este efeito tem relagdo com déficits cognitivos,
uma comorbidade da obesidade neste modelo. Ainda, foi evidenciado que, este
efeito frente a alteragbes nos niveis de glicose apresenta relagdo com a
plasticidade sinaptica e alteragdes em niveis de alteragcdes de expressao de
certas proteinas (Sasaki-Hamada et al., 2015). Assim, torna-se valido verificar
os niveis de glicose sanguineas em modelo de obesidade e comorbidades

neuropsiquicas.

Adicionalmente, outro parametro metabdlico que se encontra
normalmente alterado em modelo de indu¢cdo com GMS, sdo os niveis de
triglicérides, normalmente elevados em relagdo a animais controle (Quines et
al., 2018). Como demonstrado por Nam e colaboradores (2012), alteragbes na
atividade da enzima isocitrato desidrogenase favorece a sintese de
triglicérides. De fato, esta enzima encontra-se diminuida no modelo de GMS,

com um consequente aumento na atividade da citrato sintase. Desta forma,
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este modelo € conhecido por gerar um aumento nos niveis de triglicérides nos
figado e musculos, principalmente por favorecer fosforilagdo de “Mammalian
Target of Rapamycin” (mTOR), com papel central no
crescimento/proliferagdo/manutencao celular, estimulando a sintese de

triglicérides (Quines et al., 2018).

3.3. Tratamentos farmacolégicos

Uma série de estratégias meédicas e cirurgicas estdo disponiveis para
tratar a obesidade, além da combinacio tipica de dieta, exercicio e outras
modificagdes comportamentais. O tratamento primario da obesidade é
embasado em prover a redugao de peso corporal e tecido adiposo excessivo e
os principais métodos incluem mudanca de habitos alimentares, atividades
fisicas e, em casos mais severos, o tratamento medicamentoso (Gadde e
Allison, 2009).

As intervengbes n&o cirurgicas para a obesidade devem promover
resultados de perda de peso a longo prazo, pois a maior porcentagem de
pacientes obesos retorna ao peso elevado por falta de constadncia em dietas
apos procedimentos cirurgicos. Este fator esta associado, principalmente, pela
dificuldade de adesdo e por ndao haver mudanca de pensamento frente a
habitos mais saudaveis (Elfhag e Rossner, 2005). Porém, quando ha risco
eminente a vida, faz-se necessario o uso de terapia farmacoldgica para

reversao da obesidade.

A farmacoterapia deve ser considerada para pacientes com IMC > 30 e
27 com comorbidades relacionadas ao peso, também sendo indicada para
pacientes que nao conseguem se beneficiar de outras abordagens e
apresentam dificuldade de perda de peso a longo prazo. O principio da classe
de medicamentos antiobesidades aprovados incluem auxiliar na reducdo de
ingestao caldrica por aumento da saciedade, propiciando alcangar uma melhor
conformidade com plano dietético (Gadde, 2014). Porém, um dos principais
efeitos causados apds interrupgcdo do uso de medicamentos € a recuperacgao

do peso.
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Existem alguns medicamentos aprovados para o tratamento da
obesidade, como no caso do orlistat e fentermina, que séo inibidores da lipase
gastrica e pancreatica, reduzindo absorgcdo de gordura no intestino e
diminuindo ingestdo calorica. Estes apresentam bom perfil de segurancga,
porém os efeitos adversos causam diminuicido de adesido ao tratamento, tais
como gastrointestinais, dores de cabega, além do fato que ao interromper o
tratamento ocorre o efeito rebote com recuperagao do peso. Outra agravante é
que os pacientes devem utilizar em conjunto suplementos multivitaminicos
diarios para compensar absorgado reduzida causada pelos farmacos (Yanovski
e Yanovski, 2006; Gadde et al., 2018).

Ainda, existem outras diferentes classes de medicamentos, como: I)
agonista de receptores da serotonina (lorcaserin); 1) agonista do receptor do
peptideo 1 de glucagon (liraglutide); Ill) inibidor da lipase que diminui absorgéo
de gordura (Xenical); V) associa¢cdes de medicamentos (fentermina associado
a topiramato). Em relacdo a eficacia, nem os tratamentos farmacologicos nem
os procedimentos cirurgicos (baldo intragastrico), sdo capazes de causar um
efeito benéfico e persistente de perda de peso nos pacientes. Além disto, os
tratamentos disponiveis costumam apresentar baixos indices de adeséo e alta
dificuldade dos pacientes em apresentar adaptacdo aos diferentes tipos de
tratamento. Desta forma, a procura por alternativas terapéuticas tem grande
importancia, pelo impacto que a doenga causa na vida dos acometidos (Gadde
et al.,, 2018). Visto que o perfil da obesidade se associa a outras doengas,
ainda ha o fator de multiplos tratamentos, aumentando propor¢cao de efeitos

adversos e interagbes medicamentos indesejaveis.

3.4. Compostos quinolinicos e organicos de selénio

Estudos de desenvolvimento de novos compostos organicos sé&o
amplamente utilizados na pesquisa em estudos experimentais, na tentativa de
descobrir novos tratamentos em diferentes modelos. Dentre estes, pode-se
destacar os derivados de quinolinas. As quinolinas foram descobertas pela
primeira vez por Charles Gerhardt em 1934, presentes em alcaloides extraidos
de arvores de Cinchona (Dewick et al., 2002). Elas podem ser encontradas
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tanto em compostos de origem natural como sintética, tendo grande relevancia
na agao frente a malaria (Vanderkerckhove e D'hooghe, 2015). Assim, estudos
demonstram que esta classe apresenta inumeras propriedades biologicas, tais
como anti-inflamatoérias (Wilhelm et al., 2014), antioxidantes tanto em estudos
in vitro como in vivo (Bongarzone e Bolognesi, 2011; Murugavel et al., 2017;
Wilhelm et al., 2017; Xia et al., 2017), antidiabetogénico e antiobesidade
(Bongarzone e Bolognese, 2011; Arabiyat et al., 2017), antibacterianas
(Eswaran et al., 2010), entre outras. Como demonstrado por Xia e
colaboradores (2017), a adicdo do grupo N-metila ao anel quinolinico é de
suma importancia para a atividade apresentada por esta classe.

Além disso, Santos e colaboradores (2015) demonstraram que a classe
de derivados quinolinicos ndo apresentava toxicidade hepatica, gastrica e renal
em animais, tornando-se assim segura para desenvolvimento de novos
compostos. Partindo da classe quinolinica é possivel realizar diversos estudos
com adigcdo de outros elementos quimicos com intuito de potencializar os

efeitos bioldgicos apresentadas pelos compostos desta classe.

Paralelamente, o selénio (Se) € um elemento quimico, classificado como
nao metalico da familia dos calcogénios. Descoberto por Berzelius em 1817,
este elemento apresentava caracteristicas toxicas quando ingeridas em altas
quantidades (Emsley, 2011). O Se tem papel importante nutricionalmente, uma
vez que é um micronutriente envolvido em fungbes metabdlicas e enzimaticas,
além de funcgbes fisiologicas relevantes frente enzimas antioxidantes,
componentes celulares, resposta imune e fertilidade (Youn et al., 2008; Tondo
et al., 2010; Comasseto, 2010; Schomburg, 2011; Duntas e Benvenga, 2015).

O Se € um elemento tragco encontrado naturalmente na agua e em
determinados alimentos, como castanha-do-para, em diferentes concentragdes.
Em relagdo a ingestédo diaria, recomenda-se uma dose diaria de 55 mcg para
adultos, podendo este valor variar para criangas e em mulheres gravidas
(Institute of medicine, 1999-2001; FAO/OMS, 2001). Ha estudos que o
equilibrio dos niveis de Se no organismo esta criticamente associada a pré-
disposi¢cdo para o desenvolvimento de diversas doengas (Fairweather-Tait et
al., 2011; Rayman, 2012; Wang et al., 2016).
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O Se é um oligoelemento essencial em mamiferos podendo ser
encontrado na forma organica e inorganica. Em vegetais € encontrada
principalmente como selenometionina com biodisponibilidade maior em ratos e
humanos, podendo ser a principal fonte de Se para os seres vivos (Rayman et
al., 2008). Por sua vez, a selenometionina € um precursor para a sintese de
selenocisteina, sendo provavelmente a forma mais biologicamente ativa de Se
(Stadtman, 1996; Papp et al., 2007; Rayman, 2012). Em suma, a sintese de
selenoproteinas € diretamente impactada pela disponibilidade de Se (Finley,
2006), demonstrando novamente a importancia da ingestdo deste elemento.

O impacto dos niveis de Se em fungdes antioxidantes também esta ligada
a presenga do mesmo em enzimas como a glutationa peroxidase e a
tioredoxina redutase, conhecidas por proteger macromoléculas frente danos
oxidativos (Trueba et al., 2004). Pode-se evidenciar com base no exposto que,
compostos contendo este elemento em sua estrutura quimica podem
apresentar papel estrategicamente importantes em tratamentos de certas
doengas crbénicas, comumente associadas a um desequilibrio do sistema
antioxidante (Garcia, 2009; Zhang, 2010; Pillai et al., 2014; Berr, 2012; Reis et
al., 2017; Pinz et al.,, 2018). No mesmo sentido, estudos que avaliaram os
tratamentos com compostos organicos que apresentam em sua estrutura o Se
demonstraram efeitos importantes, tais como anti-adipogéneses (Kim e Kim,
2018), anti-obesidade e protetor frente as complicagdes associadas a mesma
em roedores (Quines et al., 2016a; Quine et al., 2016b).

Dentre os estudos com compostos organicos com Se, certos compostos
podem ser destacados. Um derivado contendo Se, denominado Ebselen,
apresentou diversos efeitos significativos, como por exemplo o efeito
neuroprotetor, tanto em estudos in vivo e in vitro (Dawson et al., 1995; Namura
et al., 2001; Imai et al., 2003). Este composto também foi testado em estudos
clinicos, demonstrando potencial de melhora relativa em quadro clinico de
pacientes com infarto isquémico agudo e hemorragia subaracnéide (Yamaguchi
et al., 1998).

Adicionalmente, o composto denominado disseleneto de difenila também

apresenta propriedades biolégicas em diferentes modelos, tais como
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antioxidante e neuroprotetor (Rossato et al., 2002; Luchese et al., 2007;
Bruning et al., 2012; Oliveira et al., 2013; Adedara et al., 2018). A vantagem do
disseleneto de difenila frente ao Ebselen foi relacionada a uma menor
toxicidade em estudos in vivo (Meotti et al., 2003). Como demonstrado por
Bortollato e colaboradores (2012), o p-cloro-difenil disseleneto, um composto
organico de Se, apresentou acdo do tipo-antidepressiva e protetora frente

déficit cognitivo no envelhecimento em ratos.

Sendo assim, a busca por compostos organicos contendo Se com
atividades farmacologicas diversas € uma pratica comum em estudos
cientificos, uma vez que dependendo da variacdo da estrutura quimica é
possivel causar melhorias nas atividades apresentadas. Nosso grupo de
pesquisa tem dedicado atencdo a estudos de um derivado de quinolina
contendo um grupo organoselénio, o 4-PSQ. Este composto tem-se mostrado

promissor em diversos modelos experimentais, como ilustrado na Figura 3.

O 4-PSQ foi estudado primeiramente por Savegnago e colaboradores
(2013), demonstrando efeito antioxidante in vitro. Posteriormente, Pinz e
colaboradores (2016), em um estudo ex vivo, demonstraram que 4-PSQ foi
eficaz em reduzir os niveis de espécies reativas induzidas por 6leo de créton
na orelha de camundongos e, na dose de 25 mg/kg, protegeu parcialmente
frente a diminuigdo nos niveis de marcadores colorimétricos utilizados para
avaliar a capacidade de neutralizar os radicais livres (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) e 2,2-azinobis-3-etil-benzotiazolina—6-acido sulfénico (ABTS)).
Sequencialmente, Vogt e colaboradores (2018) evidenciaram que a
administragdo do composto na dose de 10 mg/kg reduziu estresse oxidativo
cerebral induzido por nitroprussiato de s6dio em camundongos, e que o grupo
fenilselanil na estrutura quimica do 4-PSQ €& essencial para a atividade

antioxidante.

Ademais, Pinz e colaboradores (2016) demonstraram o efeito do 4-PSQ
como antinociceptivo, possivelmente agindo em nivel central e periférico. A fim
de avaliar o mecanismo do composto frente o efeito antinociceptivo agudo,
Silva e colaboradores (2017) demonstraram que ha um envolvimento dos

sistemas serotoninérgicos, nitrérgicos e glutamatérgicos em modelo de
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nocicepgao em camundongos. O composto também apresentou efeitos anti-
inflamatdrios relevantes, uma vez que reduziu edema de pata induzido por
formalina e de orelha induzida por 6leo de créton (Pinz et al., 2016). E ainda
que reduz a migracgdo celular, o acumulo de exsudado pleural e a atividade da
enzima mieloperoxidase, induzido por carragenina na cavidade pleural (Silva et
al., 2017).

Tendo em vista os efeitos anti-inflamatérios do 4-PSQ, Voss e
colaboradores (2018) demonstraram o efeito do composto em um modelo de
dermatite atopica induzida por 2,4-dinitroclorobenzeno (DCNB) em
camundongos. Neste estudo foi possivel observar que o composto atenuou as
lesdes cutaneas, o comportamento de cocgar, o inchago de orelha e os niveis de
espécies reativas de maneira semelhante ou melhor que a dexametasona,

utilizado como controle positivo neste estudo.

Em relacdo a alteragbes comportamentais exibidas em modelos de
doencas que afetam o SNC, o 4-PSQ foi capaz de atuar com acado do tipo-
ansiolitica com o envolvimento do sistema glutamatérgico (Reis et al., 2017).
Além disso, o composto protegeu contra o comportamento tipo-ansiono e no
déficit cognitivo em um modelo de Doenca de Alzheimer induzido pelo peptideo
B-amiloide em camundongos (Pinz et al., 2018). Ja em um modelo de
Drosophila melagaster o 4-PSQ atuou prevenindo o dano cognitivo em um
modelo de doenga de Parkinson, com seu efeito dependente da concentragao
(Freitas et al., 2018).

Mais recentemente, nosso grupo de pesquisa evidenciou a capacidade do
4-PSQ em restaurar os danos oxidativos causados pelo envelhecimento, e o
efeito do composto esta diretamente relacionado ao seu efeito antioxidante. Foi
sugerido que o aumento nos niveis de selénio apdés o tratamento com o
composto pode ter contribuido para restaurar os danos causados pela idade
em ratos (Luchese et al., 2020).

Uma caracteristica importante a ser avaliada no desenvolvimento de
novos compostos é frente seu efeito toxico. Neste sentido, o composto 4-PSQ
ndo demonstrou toxicidade renal e hepatica nas doses de 25 e 50 mg/kg (Pinz
et al., 2016; Reis et al., 2017) e ndo apresentou alteragdes em parametros de
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estresse oxidativo cerebral e hepatico. Em um tratamento sub-crénico, na dose
de 1 mg/kg, o composto ndo modificou paréametros bioquimicos renal e
hepatico (Pinz et al., 2018).

Resumidamente pode-se destacar as seguintes atividades do composto
4-PSQ: I) protegao contra danos causados pelo envelhecimento (Barth et al.,
2019; Luchese et al., 2020); Il) antioxidante (Vogt et al., 2018); Ill) protecéo
contra lesdes do tipo dermatite atépica (Voss et al., 2018); IV) prevengédo contra
o declinio cognitivo em um modelo de doenca de Alzheimer (Pinz et al., 2018);
V) atividade ansiolitica (Reis et al., 2017); VI) efeito antinociceptivo e anti-
inflamatorio (Silva et al., 2017).

ROIOd AChE e colesterol
TBARS, GST, NPSH, 6-ALA-D
7 AST, ALT, creatinina

AChE
TBARS
ALT e AST

Reverteu lesdes do tipo
Dermatite atdpica

Contribuigdo do sistema
glutamatérgico

Modulagdo do sistema
serotoninérgico, nitrérgico e
glutamatérgico

Figura 5. Representagcdo esquematica dos efeitos do tratamento com composto 4-PSQ
em diferentes modelos experimentais. Abreviaturas: AChE (acetilcolinesterase); TBARS
(espécies reativas ao acido tiobarbiturico); GST (glutationa S-transferase); 5§-ALA-D (acido delta
amino levulinico); AST (aspartato aminotransferase); ALT (alanina aminotransferase). Autoria
prépria do autor.

Tendo em vista que ha uma relagdo direta entre a fisiopatologia da
obesidade com desequilibrio do sistema antioxidante, um composto que seja
capaz de atuar revertendo este parametro, como no caso do 4-PSQ (Pinz et al.,
2016), poderia ser promissor em um modelo experimental desta enfermidade.
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Apesar do progresso significativo, a obesidade continua sendo um desafio
a saude publica e merece esforgos de pesquisa urgentes para estabelecer uma
base neuropatofisioldgica e, assim, tratar a doenga como um todo, incluindo
suas comorbidades. Neste contexto é razoavel esperar que, considerando os
danos causados pela administracdo neonatal de GMS em ratos e o possivel
efeito protetor de compostos contendo Se, esta classe de compostos torne-se
uma alternativa terapéutica relevante no tratamento da obesidade induzida pelo

GMS, assim como para suas comorbidades.
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4. Resultados

Os resultados que fazem parte da dissertacdo estao apresentados sob a
forma de manuscrito, anexado sequencialmente. As secbes materiais e
métodos, resultados, discussdo e referéncias encontram-se no préprio
manuscrito e representam a integra desse estudo.

As referéncias sao referentes apenas as citagdes que aparecem nos
itens introducgao e revisao de literatura desta dissertagao.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista

“Psychopharmacology” a qual esta submetido.
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Abstract

Obesity is considered one of the major global health problems and increases the risk of
several medical complications, such as diabetes and mental illnesses. The present study
investigated the effect of 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ) on obesity
parameters, behavioral and neurochemical alterations in hypothalamic obese rats. Male
Wistar rats received subcutaneous neonatal injections of monosodium glutamate (MSG,
4g/kg) or saline. After the Lee Index evaluation, rats were divided into groups and treated
with 4-PSQ (5 mg/kg, intragastric route) or canola oil once a day (post-natal days — PND
60—76). Open-field, elevated plus maze, forced swimming, object recognition/location
memory and step-down inhibitory avoidance tasks were conducted from PND 66 to 74. At
PND 76, rats were euthanized and epididymal fat, blood, cerebral cortex, and hippocampus
were  removed. Blood biochemical parameters and  cortical/hippocampal
acetylcholinesterase (AChE) and Na*/K*-ATPase activities were assessed. MSG increased
Lee Index, characterizing the chemically-induced hypothalamic obesity model. 4-PSQ
reverted the increases on the epididymal fat amount, blood glucose and triglyceride levels
caused by MSG exposure. 4-PSQ restored anxiety-like and depression-like behaviors
induced by neonatal administrations of MSG. Memory deficits found in MSG-obese rats
were reverted by treatment with 4-PSQ. The neurochemical alterations produced by MSG
evidenced by stimulation of Na*/K*-ATPase and AChE activities in the cerebral cortex and
hippocampus of rats were restored by 4-PSQ treatment. In summary, 4-PSQ therapy
ameliorated hypothalamic obesity-related parameters, as well as psychiatric symptoms,

cognitive impairments and neurochemical alterations found in obese rats.

Keywords: monosodium glutamate; depression; anxiety; memory deficits; Na*/K*-ATPase.
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4-PSQ, 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline; MSG, monosodium glutamate; PND, post-
natal days; AChE, acetylcholinesterase, CNS, central nervous system; LTM, short-term
memories; STM, long-term memories; LM, location memory; TG, triglyceride; AcSCh,
acetylthiocholine; ATP, adenosine triphosphate, Pi, inorganic phosphate; MCH, melanin-

concentrating hormone; ROS, oxygen species.
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1. Introduction

Obesity can be defined as the accumulation of excessive amounts of body fat, and it is
considered one of the major global health problems. While obese, patients may develop
several chronic complications, such as cardiovascular diseases, musculoskeletal disorders
and cancer (WHO 2016). Obesity also increases the risk of developing insulin resistance
and diabetes mellitus. In this context, cerebral insulin resistance causes hyperphagia,
anxiety-like and depression-like behaviors and dopaminergic system impairment
(Kleinridders and Pothos 2019). Indeed, Grigolon et al. (2019) supported a bidirectional
relationship between diabetes mellitus and mood disorders. Moreover, obese subjects
often show deficits in memory, learning and executive functions (Agusti et al. 2018a).
Therefore, obesity is a significant risk factor and it contributes to increase morbidity and

mortality.

Obesity management usually involves changes in lifestyle, including appropriate diet and
increase of energy expenditure by physical exercises. Anti-obesity drugs are of great
interest as adjunctive support, especially when lifestyle modification has failed (Cheung et
al. 2013). However, several drugs have been withdrawn from the market, and many obese
patients have few treatment options due to the costs, undesirable adverse effects and
minimal weight loss associated with the current anti-obesity drugs (Cheung et al. 2013;
Rosa-Goncalves and Majerowicz 2019). In this way, experimental models with rodents
sharing characteristics of human obesity remain indispensable for discovering, validating

and optimizing novel therapeutics for their safe use (Kleinert et al. 2018).

Monosodium glutamate (MSG) is a sodium salt used as a flavor enhancer in processed
food products (Wu et al. 2013) to boost their palatability. Neonatal administration of MSG is
considered one of the most studied models for obesity induction in rodents, being widely
used in pre-clinical studies for the discovery of new treatments against obesity and its
complications (Quines et al. 2016a; Rosa et al. 2015; Wu et al. 2013). At the early stage of
life, MSG penetrates the central nervous system (CNS) due to the lack of a fully developed

blood-brain barrier (Ribeiro 2009). The consequent excess of neuronal stimulation leads to
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oxidative stress and neuronal death in important hypothalamic nuclei, i.e. the arcuate
nucleus and adjacent areas (Guimaraes et al. 2017). Since the hypothalamus is a pivotal
structure for the control of body mass and energy metabolism (Ribeiro 2009), lesions to it
may trigger altered balance of the autonomic nervous system activity and hormonal
dysfunction in adult life (Guimaraes et al. 2017). Several negative consequences are found
in rats during adulthood following neonatal exposure to MSG, such as memory deficits, and
anxiety-like and depression-like behaviors (Quines et al. 2014), which fit with human

obesity.

Selenium is an essential trace element and also deserves special attention for its protective
role against obesity and related metabolic disorders. Regarding this, a negative correlation
between obesity and dietary selenium intake has been reported (Wang et al. 2016).
Selenate (inorganic selenium) prevented adipogenesis through induction of selenoprotein S
and attenuation of endoplasmic reticulum stress (Kim and Kim 2018). In addition,
organoselenium compounds have shown promise for the treatment of obesity and its
complications in rodents (Quines et al. 2016a; Rosa et al. 2015). In parallel, quinoline
derivatives have been described as potential anti-obesity candidates by acting as

pancreatic lipase inhibitors (Arabiyat et al. 2017).

Here, we focused our attention on a selenium functionalized quinoline, 7-chloro-4-
(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ), which has shown beneficial effects experimental rodent
models for diseases that affect the CNS (Barth et al. 2019; Reis et al. 2017). In view of the
notorious effects of selenium-based compounds and quinoline derivatives, the objective of
the present study was to investigate the potential of 4-PSQ as a new candidate for the
treatment of obesity and its comorbidities — anxiety-like behavior, depression-like behavior

and cognitive deficits - by using the MSG model in rats.

2. Material and methods

2.1 Chemicals and reagents
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4-PSQ (Fig. 1) was prepared and characterized by a previously describe method (Duarte et
al. 2017). The chemical purity of 4-PSQ (99.9%) was determined by gas chromatography-
mass spectrometry (GC/MS). All other chemicals, including MSG, were of analytical grade

and obtained from standard commercial suppliers.
2.2 Animals

The experiments were carried out using male newborn Wistar rats obtained from a local
breeding colony. Rats were kept in a separate animal room, in controlled conditions with a
constant temperature (22 + 1°C) and a 12 h light/dark cycle (with the light on at 6:00 a.m.).
Rats had free access to water and food. At the end of the experimental protocol, the
measures of body weight ranged from 250 to 350 g. The experiments were approved by
the Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources, Federal University of
Pelotas, Brazil (CEEA 8358-2017), following the National Institutes of Health guide for the
care and use of laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978). All efforts
were made to minimize animal suffering and reduce the number of rats used in the

experiments.
2.3 Exposure protocol

The experimental design is illustrated in Fig. 1. As described by a previous MSG study
(Dolnikoff et al. 2001) with a minor modification, the pups received daily administrations of
MSG (4 g/kg, by subcutaneous (s.c) route) or 0.9 % saline (1 ml/kg, the vehicle) (from 5 to
14" day after birth), totaling ten administrations (Balbo et al. 2000; Nardelli et al. 2011).
Rats were weaned on postnatal day (PND) 21. On PND 59, the Lee index was recorded by
measuring body weight and nasal-anal length. The Lee index was used to evaluate the
growth performance of rats and obesity development. It was calculated using the formula:
V(Body weight (g))/ Naso-anal length (cm); and rats with a score of = 0.3 were considered

obese (Bernardis and Patterson 1968).

From PND 60 to 76, rats were treated with 4-PSQ (5 mg/kg, dissolved in canola oil) or

canola oil (1 mlkg, vehicle) by intragastric (i.g.) route, resulting in the following
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experimental groups: Group |: Saline + oil; Group Il: saline + 4-PSQ; Group Ill: MSG + ail;
and Group IV: MSG + 4-PSQ (6-7 rats/group). The 4-PSQ dose was chosen based on a
previous study performed by our research group (Barth et al. 2019; Luchese et al. 2020).
Within this period, thirty minutes after 4-PSQ treatment, behavioral tests were performed on
alternate days: open field, elevated plus maze, forced swimming, object recognition and
location, and step-down inhibitory avoidance tasks. At the end of the experimental protocol
(PND 76), rats were anesthetized with isoflurane. During the experimental protocol period,
the animal’s weight, in grams, was also evaluated. Blood was collected by cardiac puncture
for estimation of biochemical parameters. After, epididymal fat was removed and weighed
to calculate its relative weight by the formula: Epididymal fat (g)/ Body weight (g). Also, the
cerebral cortex and hippocampus were removed and dissected for determination of

acetylcholinesterase (AChE) and Na*/K*-ATPase activities.

2.4 Behavioral tests

One a blinded observer to treatment performed the behavioral analyses in real-time by
hand. The tests were performed in the following sequence: open-field, elevated plus maze,
forced swimming, object recognition and location, and step-down inhibitory avoidance

tasks.

2.4.1 Open-field test

Rats were submitted to open-field test on PND 66. Open-field apparatus was made of
plywood and surrounded by 30 cm-high walls. The floor of the apparatus (40 x 40 cm) was
divided into 9 quadrants (3 x 3). Each animal was placed individually at the center of the
open-field and observed for 6 min. The number of segments crossed with the four paws
and the number of rearing on hind limbs were recorded to express locomotor and

exploratory activities, respectively (Walsh and Cummins 1976).

2.4.2 Elevated plus maze test

The elevated plus maze test was also performed on PND 66, shortly after the open-field

test. This test is widely validated to determine anxiety-like related behaviors in rodents
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(Pellow et al. 1985). The apparatus consists of four arms, two closed arms and other two
opposed open arms (50 x 10 cm) mounted at an angle of 90°, all facing a central platform
(10 x 10 cm) elevated 50 cm from the floor. Each rat was placed individually in the center of
the apparatus facing one of the open arms. The number of entries into either open or
closed arms and the time in each type of arm was measured for 5 minutes. The data were
expressed as percentage of entries (with the four paws) into, and percentage time spent on

the open arms.

2.4.3 Forced swimming test

The forced swimming test was carried out using the method described (Porsolt et al. 1979).
On PND 67, a pre-training session was performed, where rats were individually placed for
15 min in open cylinders (45 cm high x 20 cm diameter) containing water (23 cm) at 25 +
1°C. The rats were then dried and warmed by a lamp and returned to their cages. Twenty-
four hours later (PND 68), the test session was performed. Rats were placed again in the
apparatus and the duration of immobility (s) was recorded for 6 min. Each rat was
recorded as immobile when floating motionless or making only those movements

necessary to keep its head above water.

2.4.4 Object recognition and object location tasks

The object recognition task was performed in the open-field apparatus (Stangherlin et al.
2009). This task is used to evaluate the short-term (STM) and long-term (LTM) memories
in rodents. All objects were made of plastic material, with primary colors (blue, red and
yellow), of different forms, and too heavy to be moved by rats. On PND 69, each animal
was submitted to a habituation session and left to explore the apparatus freely for 5
minutes, in the absence of objects. Afterward, four objects were used: A1, A2, B and C.
During the training (PND 69), rats were placed in the apparatus containing two identical
objects (A1 and A2) for 5 min. Exploration was defined when the animal directed its nose
within 2 cm of the object while looking, sniffing or touching it. The STM of rats was

evaluated 1.5 h after the training session in the presence of a familiar object (A1) and a
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new object (B). Total time spent exploring each object was determined. The LTM was
performed 24 h after the training session (PND 70), where rats were placed to explore a
familiar object (A1) and a new object (C) for 5 min and total time spent in exploring each
object was also determined. The objects were positioned in two adjacent corners, 9 cm

from the walls of the apparatus.

The location memory (LM) was performed 4 h after the LTM. For this, object C was moved
to a location that was diagonally opposite to object A1, and the rat was left in the apparatus
for 5 min for exploration (Dix and Aggleton 1999). The time spent exploring new and

familiar object locations was recorded.

Data were expressed as a percentage of the exploratory preference and calculated
according to the equations: Training = A2/(A1 + A2) x 100; STM= B/(A1 + B) x 100; LTM or

LM= C/(A1 + C) x 100.

2.4.5 Step-down inhibitory avoidance

The step-down inhibitory avoidance task investigates non-spatial long-term aversive
memory in rodents. The procedure was carried out as described by a previous study
(Sakaguchi et al. 2006), with modification in electric shock intensity and exposure time.
During training session (PND 73), each animal was placed on the platform and when it
stepped down and placed its four legs on the grid, an electric stimulus (0.6 mA) was
delivered for 2 s. The test session was performed 24 h (PND 74) after the training session.
Each rat was placed again on the platform and the transfer latency time (s) (i.e., time took
to step down from the platform) was registered, but the electric shock was not delivered.

The cut-off for transfer latency time was 300 s.

2.5 Ex vivo assays

Blood glucose and triglyceride (TG) levels were measured by Bioclin® Kits. The ratio of

variation in the animal’s weight along the experimental protocol was expressed in grams.
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Cerebral cortex and hippocampus were dissected, washed with cold saline solution and
submitted to tissue homogenization for determination of AChE and Na'/K*-ATPase
activities. Cerebral structures were separated in two hemispheres in order to submit each
sample to all neurochemical determinations. The right hemispheres were homogenized in
0.25 M sucrose buffer (1:10, w/v) and centrifuged at 900 x g for 10 min, and the
supernatant fraction was used for the determination of AChE activity. The left hemispheres
were homogenized in 50 mM Tris-HCI, pH 7.4 (1:10, w/v). The homogenate was
centrifuged at 900 x g for 10 min at 4°C, and the supernatant fraction was used for the

determination of Na*, K* ATPase activity.

2.5.1 AChE activity

The AChE activity was measured in accordance with a method previously described in the
literature (Ellman et al. 1961), with some modifications. Enzyme activity was measured
spectrophotometrically at 412 nm, using acetylthiocholine (AcSCh) as a substrate. Results

are expressed as umol AcSCh/h/mg protein.

2.5.2 Na*/K*-ATPase activity

For Na*/K*-ATPase activity assay, a reaction mixture was used containing supernatant, 3
mM MgClz, 125 mM NaCl, 20 mM KCI and 50 mM Tris/HCI pH 7.4, in a final volume of 500
pl. The reaction was initiated by the addition of 3 mM adenosine triphosphate (ATP).
Control samples were carried out under the same conditions with the addition of 0.1 mM
ouabain. The samples were incubated at 37°C for 30 min and incubation was stopped by
adding trichloroacetic acid solution (10 %) with 10 mM HgCl.. Enzyme activity was
calculated from the difference between amounts of inorganic phosphate (Pi) found after
incubation in the absence and presence of ouabain. The color reaction was assayed
spectrophotometrically at 650 nm (Fiske and Subbarow 1925). Results were expressed as

nmol Pi/mg protein/min.

2.5.3 Protein determination
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The protein concentration was measured by the Bradford method (Bradford 1976), using

bovine serum albumin (1 mg/ml) as the standard.

2.6 Statistical analysis

Data were analyzed by GraphPad Prism® software using a two-way Analysis of Variance
(ANOVA) followed by Newman-Keuls. For the Lee index, an unpaired t-test was selected.
Results were expressed as the mean * standard error of the mean (S.E.M.). Values of p <

0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1 Metabolic parameters

The Lee index is demonstrated in Fig 2A. Rats that received neonatal injections of MSG
had a Lee index higher than 0.3 at PND 59, being statistically different from the control

group [Unpaired t-test; df = 18, t = 9.21, p = 0.0001].

Absolute body weights at the beginning and end of the study are shown in Table 1. There
was no significant difference between the groups. Relative weights of the epididymal fat are
demonstrated in Fig 2B. Results revealed that MSG-treated mice accumulated greater
amounts of epididymal fat (around 67%), when compared with the control group. Treatment
with 4-PSQ was effective against the increase of relative weight of the epididymal fat in
MSG-treated rats. No change in relative weight of the epididymal fat was observed in rats
treated only with 4-PSQ. [Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; interaction: F(1,24) =

19.73, p = 0.0002].

Absolute weights of the epididymal fat pads are presented in Fig 2C. MSG administration
increased the absolute weights of the epididymal fat pads (43%), when compared with the
control group. Treatment with 4-PSQ was effective against the increase in this parameter.
No change in absolute weights of the epididymal fat was observed in rats treated only with

4-PSQ. [Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; interaction: F(1,24) = 8.003, p = 0.0093].



57

The effects of treatments on blood glucose and TG levels in rats are shown in Table 1.
Results demonstrated that the induction with MSG increased glucose (around 61 %) and
TG levels (around 177%), when compared with the control group. 4-PSQ treatment
reverted levels of glucose and TG of rats exposed to MSG. No change in glucose and TG
levels was observed in rats treated only with 4-PSQ. [For glucose levels - Two-way ANOVA
+ Newman-Keuls test; main effect of 4-PSQ: F(1,24) = 5.526, p = 0.0273; main effect of
MSG: F¢1,24) = 11.11, p = 0.0028], [For TG levels - Two-way ANOVA + Newman-Keuls test;

MSG X 4-PSQ interaction: F1,24) = 11.87, p = 0.0021].

3.2 Open-field test

Table 1 demonstrates the number of crossings and rearing of rats in the open-field test.
There were no differences in the number of crossings and rearing among groups. [Two-way
ANOVA + Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ interaction: F(1,24) = 1.673, p = 0.2081 for
number of crossings] and [Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ

interaction: F(1,24) = 2.076, p = 0.1626 for number of rearing].

3.3 Elevated plus maze test

Fig 3 shows the effects of treatments on the behavioral parameters in the elevated plus
maze test in rats. Neonatal MSG administration reduced (around 95%) the time spent in the
open arms, when compared with the control group (Fig 3A). Treatment with 4-PSQ
significantly reverted the decrease on time spent in the open arms induced by MSG (Fig
3A). No change on time spent in the open arms was observed in rats treated only with 4-
PSQ (Fig 3A). [Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ interaction: F1,24) =

4.706, p = 0.0402].

MSG administration decreased the open arms entries (around 99%), when compared with
the control group (Fig 3B). Treatment with 4-PSQ was effective to restore the decrease of
open arms entries caused by MSG (Fig 3B). 4-PSQ per se did not show open arms entries
(Fig 3B). [Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ interaction: F1,24) =

12.33, p = 0.0018].
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3.4 Forced swimming test

Fig 4 demonstrates the effects of treatments on the time spent in immobility posture of rats
in the forced swimming test. MSG administration increased the immobility time (around
338%), when compared with the control group. 4-PSQ treatment was able to repair the
depression-like behavior induced by MSG in rats. No statistical difference was observed
after treatment with 4-PSQ per se. [Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ

interaction: F(1,24) = 59.09, p = 0.0001].

3.5 Object recognition and location tasks

The effects of treatments of on STM, LTM, and LM are shown in Fig 5. In the training phase
of the object recognition task, there was no difference in the exploratory preference of
objects among groups (Fig 5A). [Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ

interaction: F(1,24) = 0.2711, p = 0.6073].

In the probe test, MSG did not change exploratory preference of the new object on STM
(first trial), when compared to the control group (Fig 5B). However, rats treated with MSG
had a decrease (around 40% for LTM and around 32 % for LM) in the exploratory
preference of the new object and 4-PSQ restored this reduction (Fig 5C and 5D,
respectively). 4-PSQ alone did not modify the exploratory preference for the new object in
rats (Fig 5B, 5C and 5D). [Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ
interaction: F(1,24y = 6.181, p = 0.0203 for STM], [Two-way ANOVA + Newman-Keuls test;
MSG X 4-PSQ interaction: F1,24) = 19.36, p = 0.0002 for LTM] and [Two-way ANOVA +

Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ interaction: F1,24) = 10.50, p = 0.0035 for LM].

3.6 Step-down inhibitory avoidance task

Fig. 6 illustrates the effects treatments on the step-down inhibitory avoidance task in rats. In

the training session, there was no difference in the transfer latency time among the
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experimental groups. [Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ interaction:

F1,24)y=0.07377, p = 0.7882].

In the test session, MSG decreased (around 93%) the transfer latency time and treatment
with 4-PSQ significantly restored this reduction, when compared with the control group.
Treatment with 4-PSQ alone did not alter the transfer latency time. [Two-way ANOVA +

Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ interaction: F1,24) = 9.082, p = 0.0062].

3.7 AChE activity

Fig. 7A and 7B show the effects of treatments on AChE activity in cerebral cortex and
hippocampus of rats, respectively. Results demonstrated that neonatal MSG injections
increased the AChE activity in the cerebral cortex (around 523%) and hippocampus
(around 1134 %) of rats, when compared with the control group (Fig 7A and 7B,
respectively). 4-PSQ treatment significantly restored the increase of AChE activity in the
cerebral structures caused by MSG (Fig 7A for cerebral cortex and 7B for hipoccampus).
No change on the cerebral AChE activity was verified after the treatment only with 4-PSQ
(Fig 7A for cerebral cortex and 7B for hippocampus). [Two-way ANOVA + Newman-Keuls
test; MSG X 4-PSQ interaction: F1,24) = 360.7, p = 0.0001 for cerebral cortex] and [Two-
way ANOVA + Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ interaction: F(1,24) = 73.64, p = 0.0001

for hippocampus].

3.8 Na*/K*-ATPase activity

Fig. 8A and 8B demonstrate the effects of treatments on Na*/K*-ATPase activity in the
cerebral cortex and hippocampus of rats, respectively. Neonatal MSG administration
increased the activity of the Na'/K*-ATPase in the cerebral cortex (around 198%) and
hippocampus (around 124 %) of rats, when compared with the control group (Fig 8A and
8B, respectively). Results showed that treatment with 4-PSQ restored the enzyme activity
to normal levels in the cerebral cortex and hippocampus of rats (Fig 8A and 8B,
respectively). Treatment with 4-PSQ per se did not change the Na*/K*-ATPase activity in

the cerebral structures (Fig 8A for cerebral cortex and 8B for hippocampus). [Two-way
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ANOVA + Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ interaction: F(1,24) = 18.09, p = 0.0003 for
cerebral cortex] and [Two-way ANOVA + Newman-Keuls test; MSG X 4-PSQ interaction:

F1,24y=11.72, p = 0.0022 for hippocampus].

4. Discussion

The high prevalence rates of obesity and its (neuro)comorbidities have encouraged us to
search for a new anti-obesity and neuroprotective candidate. The present study
demonstrated, for the first time, the action of 4-PSQ, a quinoline derivative containing
selenium, in an obesity model caused by neonatal MSG exposure in adult rats. Additionally,
4-PSQ restored anxiety-like and depression-like symptoms, as well as cognitive
impairments in adult rats. In addition, our findings demonstrated that 4-PSQ restored the

AChE and Na*/K*-ATPase activities in the cerebral cortex and hippocampus of rats.

Different species of rodents exposed to MSG develop the syndrome of hypothalamic
obesity, which is associated with a dysfunction of the hypothalamic-pituitary axis
culminating in reduced growth, hypogonadism, fat accumulation and high serum levels of
corticosteroids (Bray and York 1979). In accordance with several studies, we demonstrated
that MSG administrations in neonatal rats caused significant increases in obesity
parameters during adult life, as evidenced by a higher Lee Index and large amounts of
accumulated epididymal fat (Guimaraes et al. 2017; Quines et al. 2016a; Quines et al.
2014; Rosa et al. 2015). In the current study, rats exposed to MSG also exhibited blood
biochemical changes, such as elevated TG and glucose levels. Indeed, MSG can cause
metabolic alterations as dyslipidemia and/or glucose metabolism impairments
(Madhavadas and Subramanian 2015; Quines et al. 2016a; Quines et al. 2018; Sasaki-

Hamada et al. 2015).

Our data revealed that repeated treatment with 4-PSQ was effective in reducing fat deposit,
as well as normalizing blood glucose and TG levels in rats induced by MSG. These
pioneering findings demonstrate the beneficial effects of 4-PSQ against disturbances of

metabolic profile in obese rats. Importantly, this is the first study that demonstrates the
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effect of 4-PSQ on an obesity model. Previous studies have proposed quinoline-based
compounds as selective antagonists of the melanin-concentrating hormone (MCH) receptor
(Warshakoon et al. 2006; Wu et al. 2014) and as adipogenesis suppressant in vitro (Zou et
al. 2014). It is also important to note that an organic (phenyl) portion containing selenium
has been introduced into the chemical structure of the compound. Interestingly, an inverse
association of body mass index with serum selenium concentrations has been found in
men and women (Zhong et al. 2018). Also, p-choro-diphenyl diselenide, a synthetic
organoselenium compound, is known to reduce body weight and modulate hypothalamic
neuropeptides in lean rats (Bortolatto et al. 2017), as well as stabilizing metabolic function

in MSG-obese rats (Quines et al. 2016a; Quines et al. 2018).

A reciprocal link has been established between psychiatry disorders and obesity. These
conditions are marked by shared structural and functional abnormalities in brain regions
related to cognitive and/or affective processing, as well as alterations in several interacting
biological networks (Soczynska et al. 2011). As previously demonstrated (Onaolapo et al.
2017; Quines et al. 2014; Rosa et al. 2016), our results showed that MSG caused an
anxiety-like behavior in rats. This higher level of anxiety-like behavior can be related to
different factors resulting from MSG neurotoxicity, including alterations in GABAergic and
serotoninergic systems (Rosa et al. 2016). Anxiety-like behavior in MSG obese rats has
also been associated with increased levels of plasmatic corticosterone, suggesting

sensitization of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis activity (Guimaraes et al. 2017).

Of particular importance, our data demonstrated that the repeated treatment of obese MSG
rats with 4-PSQ reversed the anxiety-related behavior. This finding is reinforced by a study
(Pinz et al. 2018) in which 4-PSQ (via antioxidant mechanisms) protected against anxiety-
like symptoms in mice submitted to an amyloid beta (AB) fragment-induced
neurodegenerative disorder model. Furthermore, it is known that 4-PSQ per se elicits
anxiolytic-like action probably mediated by the glutamatergic system (Reis et al. 2017).
Regarding this, anxiety-like behavior in mice exposed to MSG is related with an increase in

brain glutamate levels (Onaolapo et al. 2017), which, in turn, could result in high levels of
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reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial dysfunctions. Considering an existing
relationship between anxiety-like behavior and redox imbalance (Salim et al. 2010), and the
well documented contribution of oxidative stress in MSG-induced toxicity (Rosa et al. 2018;
Sadek et al. 2016; Villagarcia et al. 2018), we suggest that the antioxidant action of 4-PSQ
could contribute to reduce the glutamatergic excitotoxicity triggered by MSG, and thus the

subsequent impairments in behavioral and emotional disorders.

Exposure to MSG has also been linked to the emergence of depression-like behavior in
rodents. As could be seen from experimental data collected in the forced swimming test,
MSG caused depression-like behavior in obese rats, represented by a longer time spent in
a typical posture of immobility. In agreement with this finding, Quines et al (2014)
demonstrated that MSG-injected rats are more susceptible to develop depression-like
behavior and present increased [°H]5-HT uptake in the cerebral cortex. Mental health can
be prejudiced in obese people, since overweight causes atrophy in the frontal lobes (Raji et
al. 2010), being able to modify many social conditions. Surely, depressive disorder is
among the mood disorders related to obesity (Soczynska et al. 2011). SSRIs may be
considered for the management of certain subgroups of obese patients with comorbid
conditions, such as depression, binge eating disorder and type 2 diabetes mellitus
(Appolinario et al. 2004). Experimentally, there are reports about the influence of
antidepressants on body weight and/or depression-like symptoms in obese rodents. For
example, body weight in female mice treated with MSG was decreased by fluoxetine (Kaur
and Kulkarni 2001). In parallel, depression-like behavior and biochemical alterations in
obese mice subjected to chronic unpredictable mild stress were reverted by escitalopram
(Kurhe et al. 2014). Further, depression-like symptoms (e.g. increased immobility time) and
reduced hippocampal 5-HT concentration in high-fat diet-induced obese mice were also

prevented by escitalopram (Kurhe et al. 2017).

The present study demonstrated that 4-PSQ therapy was effective in reversing depression-
like related behavior in MSG rats. Obesity and mood disorders are chronic low-grade pro-

inflammatory states with abnormalities in key effector proteins of the pro-inflammatory
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cascade (Soczynska et al. 2011). In addition to its role as an antioxidant, 4-PSQ also has
antinociceptive and anti-inflammatory effects in mice, and has been found to modulate

serotonergic, nitrergic, and glutamatergic systems (Silva et al. 2017).

Several data indicate that obesity and metabolic dysfunction are both correlated with
increased rates of cognitive decline (Agusti et al. 2018b; Farruggia and Small 2019).
Besides, obese individuals have an increased risk of developing neurodegenerative
conditions, such as Alzheimer Disease (AD). In this context, anti-inflammatory and anti-
obesity drugs could be useful for the management of cognitive decline (Solas et al. 2017).
Researchers have demonstrated MSG-treated Wistar rats exhibit marked cognitive
malfunctions and hippocampal synaptic plasticity impairments, which are partially related to
deficits in glutamatergic pre- and post-synapses (Sasaki-Hamada et al. 2015). Here, rats
had impaired performance in memory tasks as a consequence of neonatal MSG exposure.
Indeed, memory deficits were found in obese rats during the evaluation of LTM (object
recognition test), spatial memory (object location test) and aversive memory (step-down
inhibitory avoidance task). Our results are supported by other experiments designed to
estimate memory impairments in rodents exposed to MSG (Madhavadas and Subramanian
2015). It should also be noted that memory deficits found in the present study were
accompanied by a stimulation of both cortical and hippocampal AChE activities in obese
MSG rats. In light of this, overstimulation of hippocampal AChE activity has already been
described for MSG-treated rodents (Madhavadas and Subramanian 2015), which predicts a
reduction of acetylcholine availability in the synaptic cleft, a neurotransmitter of particular

importance in cognition.

Interestingly, the treatment with 4-PSQ reversed the emergence of cognitive deficits
induced by MSG in rats as well as prevented the stimulation of AChE activity in the cerebral
cortex and hippocampus. Thus, the neuroprotective effects of this selenium-based
quinoline can be partially explained by its ability to modulate the brain AChE activity as
already demonstrated in previous studies (Barth et al. 2019; Pinz et al. 2018). In fact, 4-

PSQ has demonstrated restoring effects on the cognitive impairments caused by aging by
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modulating synaptic plasticity, cholinergic system and cholesterol levels in rats (Barth et al.
2019). Moreover, the anticholinesterase and antioxidant effects of 4-PSQ seem to be
protective factors against learning and memory impairments in an AD model (Pinz et al.
2018). We also believe that the well-described anti-inflammatory actions of 4-PSQ and its
capacity of modulate the glutamatergic system (Silva et al. 2017) could reinforce its

memory enhancer action, a hypothesis to be further examined.

In the present study, not only AChE but also the cortical and hippocampal Na*/K*-ATPase
activities suffered the impact of MSG exposure. Na*/K*-ATPase is shown to be affected by
MSG in different tissues of rodents such as liver, pancreas, and brain (de Oliveira et al.
2011; Liu et al. 2008; Quines et al. 2016b). A stimulation of hippocampal Na*/K*-ATPase in
MSG rats was also demonstrated previously (Rosa et al. 2015). Excess glutamate can be
excitotoxic to neurons (Kinoshita et al. 2016), an event which is accompanied by high levels
of ROS. The increase of Na*/K*-ATPase observed in this study could represent a
compensatory mechanism in an attempt to control the brain excitability. In this regard, there
is a strong correlation between abnormal glutamatergic signaling and
neurodegenerative/psychiatric diseases (Kinoshita et al. 2016). We demonstrated that 4-
PSQ restored the Na*/K*-ATPase activity in the cerebral cortex and hippocampus of rats
exposed to MSG. The effects of 4-PSQ in restoring this enzyme activity in cerebral
structures of rats exposed to MSG could be related to the improvements observed in their
behavioral profile, including reversed action against depression-like and anxiety-like

behaviors, as well as memory deficits.

Additionally, the administration of compounds was commonly used in experimental design
tests using rodents to investigate and discover a new drug for the treatment of different
diseases. One route commonly chosen for investigating the effect of new compounds is the
peroral or intragastric, using gavage. This route is the most used to deliver exactly the oral
dose desired, in this sense, it is very safe, reliable, precise, economical, and convenient. In
other ways, additives to the food or voluntary consumption were an ideal route may not be

reliable to exactly in relation to the dose administered for each animal, due to individual
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taste preferences, palatability problems and behavioral changes over time. This way, the
oral route dominates contemporary drug therapy, considered to be easily accessible with
minimal discomfort compared to other routes, principal and more important can ensure the
exact dose to be administered of each animal, important to express a more veritable result
possible compared to other routes (Lennernas 2007; Turner et al. 2011). Also, the transport
properties and permeability for different compounds were highly correlated between rats
and humans when using rat intestinal specimens, establishing high quality experimental

when using oral administration on in vivo models.

5. Conclusion

To sum up, 4-PSQ (a quinoline derivative containing selenium) reverted the experimental
obesity and the consequent blood biochemical dysfunctions in rats exposed to neonatal
MSG injections. 4-PSQ also protected against anxiety-like and depression-like behaviors,
as well as memory deficits in hypothalamic obese rats. The restoration of cortical and
hippocampal Na*/K*-ATPase and AChE activities is suggested as possible neurological
mechanisms of 4-PSQ on behavioral, psychiatric and cognitive complications related to
hypothalamic obesity. Thus, the bioactivity of selenium-based quinolines emerges as a new
important avenue for drug development targeting the management of obesity and its

comorbidities.
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FIGURE LEGENDS

Fig 1. Experimental design. Abbreviations: 7-chloro-4-(phenylselanyl) quinoline (4-PSQ);
monosodium glutamate (MSG); open field test (OFT); elevated plus-maze test (EPM);
forced swimming test (FST); object location test (OLT); object recognition (ORT); inhibitory

avoidance test (IAT).

Fig. 2 Effects of 4-PSQ and/or MSG on (2A) Lee index and (2B) relative epididymal fat
(epididymal fat weight/body weight). Data are reported as mean * standard error of the
mean (SEM) of seven rats per group. (1T1) denotes p < 0.001 as compared with the control
group before the beginning of oil or 4-PSQ treatments (Unpaired t-test); (***) denotes p <
0.001 as compared with the control group; (*#) denotes p < 0.001 as compared with the

MSG group (Two-way Analysis of Variance/Newman-Keuls test).

Fig 3. Effects of MSG and/or 4-PSQ treatments on (3A) the time spent in the open arms
and (3B) frequency of open arm entries (%) in the elevated plus-maze test. Data are
reported as mean + SEM of seven rats per group. (*) denotes p < 0.05 and (***) p < 0.001
as compared with the control group; (¥) denotes p < 0.05 and (**) p < 0.001 as compared

with the MSG group (Two-way Analysis of Variance /Newman-Keuls test).

Fig 4. Effects of MSG and/or 4-PSQ treatments on immobility time in the forced swimming
test. Data are reported as mean + SEM of seven rats per group. (***) denotes p < 0.001 as
compared with the control group; () denotes p < 0.0001 as compared with the MSG

group (Two-way Analysis of Variance /Newman-Keuls test).

Fig 5. Effects of MSG and/or 4-PSQ treatments on object location and object recognition
memory tasks. (5A) Training, (5B) the first trial (short-term memory in novel object
recognition test - 4h after training), (5C) second trial (long-term memory in novel object
recognition test - 24h after training), and (5D) third trial (new object location test - 4h after
the second trial). Data are reported as mean + SEM of seven rats per group. (***) denotes

p < 0.001 as compared with the control group; (¥) denotes p < 0.05 and (###) denotes p <
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0.001 as compared with the MSG group (Two-way Analysis of Variance /Newman-Keuls

test).

Fig 6. Effects of MSG and/or 4-PSQ treatments on transfer latency time (non-spatial
memory) in the step-down inhibitory avoidance. Data are reported as mean + SEM of
seven rats per group. (**) denotes p < 0.01 as compared with the control group; (###)
denotes p < 0.001 as compared with the MSG group (Two-way Analysis of Variance

/Newman-Keuls test).

Fig 7. Effects of 4-PSQ and/or on AChE activity in (7A) cerebral cortex and (7B)
hippocampus of rats. The values of the enzymatic activity are expressed in umol
AcSCh/h/mg protein. Data are reported as mean + SEM of six rats per group. (***) denotes
p < 0.001 as compared with the control group; (*#) denotes p < 0.001 as compared with

the MSG group (Two-way Analysis of Variance / Newman-Keuls test).

Fig 8. Effects of MSG and/or 4-PSQ treatments on Na*/K*-ATPase activity in (8A) cerebral
cortex and (8B) hippocampus of rats. Data are reported as mean + SEM of six rats per
group. (*) denotes p < 0.05 and (**) p < 0.01 as compared with the control group. (#)
denotes p < 0.05, (##) denotes p < 0.01 as compared with the MSG group (Two-way

Analysis of Variance / Newman-Keuls test).
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TABLE
Blood Number
Initial body Final body Triglycerides Number
Groups glucose of Crossing
weight (g) weight (g) (mmol/l) of Rearing
(mg/dl) s
Control 28025 302%30 0.11+0.01 1017 914+64 39.8+24
4-PSQ 21744 30447 0.19+0.02 94 +10 91.0+41 341126
MSG 260+43 268+27 0.80+0.017 164 +12" 106.3+1.8 374+44
MSG + 4-PSQ 261+19 296+21 0.13+0.01* 114 £17# 93.7+22 407127

Table 1. Effects of MSG and/or 4-PSQ treatments on metabolic parameters, weight of rats

on initial treatment and end of treatment with 4-PSQ or canola oil, weight of epididimal and

behavioral activity of rats in the open-field test. Results are given as means + SEM of

seven rats in each group. Asterisks denote the significance levels when compared with the

control group: (**) p < 0.01, (***) p < 0.001, (****) p < 0.0001; Hashtags denote the

significance levels when compared with MSG group: (*) p < 0.05, (*¥) p < 0.01; Two-way

ANOVA followed by Newman-Keuls test.
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5. Conclusao
Baseado nos resultados obtidos nesta dissertacdo, pode-se concluir que:

- O 4-PSQ apresentou um efeito anti-obesidade no modelo de obesidade
induzido por GMS em ratos;

- O composto restaurou o déficit cognitivo dos ratos neste modelo;

- O 4-PSQ apresentou efeito tipo-antidepressivo e tipo-ansiolitico nos ratos com
obesidade hipotalamica,;

- O 4-PSQ restaurou as atividades das enzimas AChE e Na*K*-ATPase no
cértex cerebral e hipocampo, demonstrando possivel mecanismo neuroprotetor

do composto.

- O composto reverteu as disfungdes bioquimicas no sangue causados pelo
GMS em ratos.
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6. Perspectivas

Baseado nos resultados obtidos neste trabalho, nosso grupo de
pesquisa pretende expandir os conhecimentos relacionados ao efeito anti-
obesidade do 4-PSQ utilizando outros modelos de obesidade. Além disso,
pretende-se buscar novos mecanismos de acdo do composto nos modelos de
obesidade e nas suas comorbidades. Além disso, pretende-se avaliar o efeito
do tratamento e inducdo em ratos Wistar fémeas, ja que o sexo feminino

normalmente € mais acometido pela obesidade e suas comorbidades.
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