Laiali Jurdi El Chaar

Hipertensao arterial e disfuncédo autondémica
induzidas por dieta hiperlipidica: papel do CART
e de fatores inflamatérios em nucleos
autondmicos do sistema nervoso central

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Fisiologia Humana do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo para obtencédo do
Titulo de Doutor em Ciéncias.

Sao Paulo
2016



Laiali Jurdi El Chaar

Hipertensao arterial e disfuncédo autondémica
induzidas por dieta hiperlipidica: papel do CART
e de fatores inflamatorios em nucleos
autondmicos do sistema nervoso central

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Fisiologia Humana do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo para obtencéo do
Titulo de Doutor em Ciéncias.

Area de concentracdo: Fisiologia Humana
Orientador: Prof. Dr. Vagner Roberto Antunes
Co-orientador: Prof. Dr. William L. Festuccia

Versao corrigida. A versao original eletrénica
encontra-se disponivel tanto na biblioteca do
ICB quanto na biblioteca digital de teses e
dissertagdes da USP (BDTD).

Sao Paulo
2016



DADOS DE CATALOGACAO NA PUBLICACAQ (CIP)
Servico de Biblioteca e Informacgdo Biomédica do
Instituto de Ciéncias Biomedicas da Universidade de S3o Paulo

reproducdo ndo autorizada pelo autor

Chaar, Laiali Jurdi EI.

Hipertensdo arterial e disfuncdo autondmica induzidas por dieta
hiperlipidica:papel do CART e de fatores inflamatdrios em nicleos
autondmicos do sistema nervoso central / Laiali Jurdi El Chaar. -- S3o
Paulo, 2016.

Ornentador: Prof. Dr. Vagner Roberto Antunes.

Tese (Doutorado) — Universidade de Sao Paulo. Instituto de Ciéncias
Biomédicas. Departamento de Fisiologia e Biofisica. Area de
concentragdo: Fisiologia Humana. Linha de pesquisa: Mecanismos
envolvidos no desenvolvimento e manutengao da hipertencao
neurogénica secundaria a obesidade.

Versao do titulo para o inglés: High blood pressure and autonomic
dysfunction induced by high-fat diet: role of CART and inflammatory
factors in central autonomic network.

1. Hipertensdo 2 Obesidade 3. Sistema nervoso auténomo 4.
Neuropeptideos 5. Inflamacao 6. Hipotalamo 1. Antunes, Prof. Dr.
Yagner Roberto Il. Universidade de S&o Paulo. Instituto de Ciéncias
Biomédicas. Programa de Pas-Graduacao em Fisilogia e Biofisica Il
Titulo.

ICB/SBIB056/2016




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Laiali Jurdi El Chaar.

Titulo da Tese: Hipertensao arterial e disfuncao autonémica induzidas por
dieta hiperlipidica: papel do CART e de fatores inflamatdérios
em nucleos autonémicos do sistema nervoso central.

Orientador(a): Prof. Dr. Vagner Roberto Antunes.

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Tese de Doutorado, em sessao

publica realizada a ................. oo oo, considerou

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): ASSINAIUIA: e
(o T3 1= USSR SUUSURRSPRRR SR
oI (N[ o OSSP STSSPRRRR

Examinador(a): ASSINATUIA: .o e e e nanes
[ 1 3 = PSR ESTP O
[k (L (0 o= Lo SRS

Examinador(a): F ]| o= 1 (0 L= SRR
[ 3 = PSSRSO
[ gE] (L (0 o= o SRR

Examinador(a): ASSINAIUIA: oo e e e e e e eenans
N (o 3 3 = SRRSO
oI (N[ o OSSR SSPPUTRP

Presidente: B S S N AU e e e e e e e s
[N o] 1 2 L= USROS
[ g1 (U o= o LSS



- UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

" j | INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
’::' L 3 L Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”
U 3 \l \l Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - CEP. 05508-000 Sao Paulo, SP Brasil
\\\1 A Teleione 55) (011) 3091.7733 - c-mail: cep@ich.usp br
-l |

Certificamos que o protocolo registrado sob n°® 026 nas fls. 126 do livio 02 para uso
de animais em experimentagao, sob a responsabilidade do Prof(a) Dr(a)) Vagner
Roberto Antunes, Coordenador (a) da Linha de pesquisa “Dieta obesogénica e
processos inflamatérios no tronco encefdlico e sua interacao com o sistema nervoso
auténomo e pressao arterial” do qual participam ofs) aluno(s) Laiali Jurdi El Chaar e o
pesquisador William Tadeu Festuccia, estd de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacao Animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de
Laboratério (SBCAL) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) em 22.06.2012, com validade de 4 anos.

Sdo Paulo, 25 de junho de 2012,

MW,
Prof. Dr.WOTHAN TAVARES DF LIMA

Coordenador
CEUA - ICB/USP

Prof. Dr. ARIJ MARIANO SILBER
Secretario
CEUA - ICB/USP



Dedico esta tese a todos aqueles que, com
esperanca, esperam, pela cura ou
tratamento de suas doencas cronicas e seu
sofrimento.



AGRADECIMENTOS

A Universidade de S&o Paulo que deu suporte a meus estudos desde a graduacio e

me proporcionou experiéncias unicas de intercAmbio entre pessoas e Institutos.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo pelo apoio financeiro
desde os tempos de Iniciacdo Cientifica, 0 que permitiu que minhas idéias se

transformassem em experimentos.

Ao Professor Vagner Roberto Antunes, meu orientador, a minha gratiddo pela
oportunidade de realizar esse trabalho e de quem recebi ensinamentos que véao

muito além da teoria, como a ética que levarei comigo para sempre.

Ao Professor- William Festuccia, meu co-orientador, de quem recebi sempre total
apoio e tenho profunda admiracdo pelo seu dom na ciéncia. Seus ensinamentos

foram fundamentais para a conclusédo dessa tese.

A meus pais, Rajaa e Moufid, e irmaos, Maiassa, Chady e Omar, que desde sempre
- me incentivaram a seguir com a cabeca erguida mesmo com os obstaculos durante

o tempo que me dediquei aos estudos.

Aos meus amigos: Sahar El Malt, Juliana Magdalon, Fernanda Reimberg e Elcio
Pantaledo Ribeiro Junior, que sempre me incentivaram a seguir em frente apesar

das adversidades do mundo da pesquisa.

A meus colegas e amigos de ICB pelas trocas de experiéncia nas disciplinas

cursadas, congressos e experimentos.



“Sem um fim social, o saber serad a maior das futilidades.”
Gilberto Freyre



RESUMO

CHAAR, L. J. Hipertenséao arterial e disfuncdo autondémica induzidas por dieta
hiperlipidica: papel do CART e de fatores inflamatérios em nucleos
autondmicos do sistema nervoso central. 2016, 144 f. Tese (Doutorado em
Fisiologia Humana). Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
2016.

A obesidade é atualmente uma pandemia e fator de risco para diversas
doencas, como a hipertensao arterial (HA). Os mecanismos pelos quais o acumulo
de gordura resulta em HA ainda néo estdo totalmente esclarecidos. Evidéncias
associam a obesidade com hiperativacdo simpatica para diferentes tecidos, o que
pode estar envolvido na génese e manutencdo da HA associada a obesidade. Nao
ha estudos que reportam como a dieta hiperlipidica poderia alterar a neurobiologia
dos neuropeptideos em nucleos autonémicos no hipotalamo e tronco encefalico e
influenciar a presséo arterial. Além disso, a obesidade é caracterizada por uma
inflamacéo crénica de baixa intensidade sistémica e central que pode também estar
associada a génese e manutencao da HA.

Assim, a hipotese desta tese é que a obesidade por ingestdo de dieta
hiperlipidica estaria associada a alteracdo em neuropeptideos envolvidos com o
equilibrio energético e fatores inflamatérios em nucleos hipotalamicos e do tronco
encefalico, alterando a atividade do sistema nervoso autbnomo e 0s niveis de
presséao arterial apos a ingestao de dieta hiperlipidica.

Camundongos C57BL/6J machos foram submetidos a diferentes dietas:
controle Nuvilab® (C, 4% lipideos), hiperlipidica (HL, 60% lipideos) e hiperlipidica
associada a sacarose (HL+HS, 20% sacarose na agua) por 8 (HL8) ou 15 semanas
(HL15). Peso corporal, adiposidade e parametros metabolicos foram avaliados.
Pressao arterial média e frequéncia cardiaca foram registradas por cateter arterial
femoral nos animais acordados e com livre movimentacao. Foi realizado o estudo da
variabilidade cardiovascular por meio da analise espectral para avaliacdo da
atividade do sistema nervoso autbnomo. O RNAm de mediadores inflamatoérios e
neuropeptideos no hipotalamo e no tronco encefalico foi quantificado por gPCR. A
seguir, foi feita imunohistoquimica para os neuropeptideos ou fatores inflamatérios
alterados. Foram utilizados animais transgénicos com delecdo seletiva apenas em
neurdnios e celulas da glia de um gene da via inflamatoria do receptor toll-like (TLR)-

NFkB (Myd88'°NestinCre*'*), os quais receberam dieta hiperlipidica por 15 semanas



e tiveram a pressédo arterial, frequéncia cardiaca e a atividade do sistema nervoso
autonomo analisadas.

Camundongos HL8 e HL15 apresentaram alteragbes metabdlicas
caracteristicas da obesidade como: aumento de peso, adiposidade, glicemia e
intolerdncia a glicose. A dieta hiperlipidica desenvolveu dois fendtipos
cardiovasculares: parte dos camundongos desenvolveu hipertensdo e parte
apresentou resisténcia a hipertensdo. A hipertensao foi tempo-dependente, pois 0s
animais HL15 apresentaram maior prevaléncia de hipertensdo que HL8. A
hipertensdo arterial em HL-H8 e HL-H15 foi acompanhada por aumento da
variabilidade da presséo arterial sistolica e dos componentes hormonal e simpéatico
para os vasos, da variabilidade do intervalo de pulso e indice simpato-vagal para o
coragao.

Apenas 0s animais hipertensos apresentaram aumento da expressao génica
de transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART) e de neurdnios CART-
positivos no nucleo dorsomedial do hipotalamo (DMH). Por sua vez, 0os animais que
receberam HL+HS por 8 semanas nao desenvolveram hipertensao ou alteracdes na
expressdo génica de CART. Apos 15 semanas de dieta HL+HS os animais
desenvolveram menor prevaléncia de hipertensdo que os HL15 acompanhada por
aumento da variabilidade do intervalo de pulso e do indice simpato-vagal cardiaco.

HL8 aumentou 0 RNAm de quimiocina-C-C-ligante-5 (CCL5) no hipotalamo e
de CD86 no tronco-encefélico. Nos camundongos HL8 houve maior densidade de
microglia no NTS caudal. Os animais transgénicos Myd88'>NestinCre**
desenvolveram obesidade e alteracfes metabdlicas quando submetidos a dieta
hiperlipidica, porém nenhum deles desenvolveu hipertensdo arterial, tampouco
alteracdes no equilibrio simpato-vagal cardiovascular.

Assim, os resultados mostraram o papel do CART no DMH e da via
inflamatéria do TLR-NFkB em neurbnios e glia na génese da hipertensdo e
disfuncéo autonémica secundarias a ingestao de dieta hiperlipidica, sugerindo novos
mecanismos para a inflamacdo central na hipertensdo arterial e alteracbes
autondmicas secundarias a obesidade.

Palavras chave: Hipertenséo arterial. Obesidade. Dieta hiperlipidica. Inflamagéao.
Hipotalamo. Tronco encefalico. Sistema nervoso autbnomo. Sistema nervoso
simpatico. Transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART). Grupo de
diferenciacdo 86 (CD86). Microglia. Fator mieldide de diferenciagdo 88 (Myd88).
Receptor Toll-like. fator nuclear kappa B (NFkB).



ABSTRACT

CHAAR, L. J. High blood pressure and autonomic dysfunction induced by high-
fat diet: role of CART and inflammatory factors in central autonomic network.
2016, 144 p. Thesis (PhD in Human Physiology). Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

Obesity is a pandemic and a risk factor for several diseases, such as
hypertension. The mechanisms by which the fat accumulation results in hypertension
are not well understood. Several evidences associate diet-induced obesity with
sympathetic overactivation to different tissues, which may be involved in the genesis
and maintenance of hypertension associated with obesity. There are no studies
reporting how high-fat diet could change the neurobiology of neuropeptides in
autonomic nuclei at the hypothalamus and brainstem level and change arterial
pressure. In addition, obesity is characterized by low intensity and chronic systemic
and central inflammation that may be associated with hypertension secondary to
obesity.

Thus, the hypothesis of this thesis is that high-fat diet-induced obesity would be
associated with changes in neuropeptides, involved in energy balance, and
inflammatory factors at the hipothalamic and brainstem nuclei levels, which
induce changes in the autonomic nervous system circuitry, and conseqt
changes in blood pressure levels secondary to high-fat intake.

Male C57BL/6J mice were fed with distinct diets: Nuvilab ® (C, 4% lipids), high-
fat (HL, 60% lipids) and high-fat associated with sucrose (HL+HS, 20% sucrose in
the drinking water) for 8 (HL8) or 15 weeks (HL15). Body weight, adiposity and
metabolic parameters were evaluated. Mean arterial pressure and heart rate were
monitored by femoral artery catheterization in conscious freely moving mice. The
cardiovascular variability and autonomic function were evaluated by spectral
analysis. Neuropeptides and inflammatory factors gene expression was quantified by
gPCR at the hypothalamus and brainstem level. Immunohistochemistry was
performed to identify neuropeptides or inflammatory factors that has been changed
by high-fat diet. Trangenic mice model was used for deletion in neurons and glial
cells of a gene related to the inflammatory pathway of toll-like receptor (TLR)-NFkB
(Myd88'°*NestinCre *'*). These animals received high-fat diet for 15 weeks and had

blood pressure, heart rate and activity of the autonomic nervous system evaluated.



HL8 mice and HL15 have shown significant metabolic changes typical of obesity
such as: weight gain, adiposity, glucose intolerance and hyperglycemia. HLS8
developed two cardiovascular phenotypes: hypertensive-prone and resistant-
hypertensive mice. Hypertension was time-dependent, because HL15 had a higher
hypertension prevalence than HL8. Hypertension in HL-H8 and HL-H15 were
followed by increased systolic blood pressure and pulse interval variabilities,
hormonal and sympathetic components to vessels and sympathovagal balance to
heart.

Only HL-H8 animals showed Cocaine- and amphetamine-regulated transcript
(CART) gene expression and CART-positive neurons increase in DMH. Besides, the
animals that received HL+HS during 8 weeks did not developed hypertension, or
even had changed the gene expression of CART. After 15 weeks of HL+HS, mice
presented lesser hypertension prevalence that was followed by increased pulse
interval variability and sympathovagal balance to the heart.

HL8 group had an increase in the Chemokine (C-C motif) ligand 5 (CCL5)
MRNA in hypothalamus, and cluster of differentiation 86 (CD86) in brainstem. In HLS,
an increase in the microglia density at the caudal NTS level was observed.
Transgenic mice Myd88'°*NestinCre** fed with hight-fat diet for 15 weeks, developed
obesity with changes in metabolic parameters, however, none of them developed
hypertension nor changes in sympathovagal balance to the heart.

Taking together, our findings show that hight fat diet-induced hypertension and
autonomic imbalance was associated to an upregulation of gene expression and
content of CART in the DMH of diet mice. In addition, we can conclude that the TLR-
NFkB inflammatory pathway of neurons and glia is involved in autonomic imbalance

and hypertension secondary to obesity.

Keywords: Neurogenic hypertension. Obesity. High-fat diet. Inflammation.
Hypothalamus. Brainstem. Autonomic nervous system. Cocaine- and amphetamine-
regulated transcript (CART). Cluster of differentiation 86 (CD86). Microglia. Myeloid
differentiation primary response gene 88 (Myd88). Toll-like receptor. Nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFkB).
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Panorama da obesidade no Brasil e no mundo

A obesidade é definida como o acumulo excessivo de gordura corporal
resultante do desequilibrio entre a ingestdo alimentar e o gasto energético total
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2011). O mundo estad vivendo uma
epidemia de obesidade, que é altamente prevalente tanto nos paises desenvolvidos
como nos subdesenvolvidos e estd crescendo em ritmos alarmantes no Brasil
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010) e no mundo
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2011, NG et al., 2014). Nos ultimos 33
anos, houve um aumento mundial de 28% nas taxas de obesidade e excesso de
peso em adultos e 47% em criancas (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2011).
Assim, 0 numero de pessoas com sobrepeso e obesidade estava em torno de 857
milhdes em 1980 passando para 2,1 bilhées em 2013 de acordo com um grande
novo estudo de carga global de doenca da Organizacdo Mundial de Saude (NG et
al., 2014). No Brasil, o excesso de peso atinge 33% das criancas de 5 a 9 anos, 20%
dos adolescentes e 51% dos adultos, sendo que destes 17% sao obesos. A
obesidade cresce em ritmo alarmante em nosso pais, sendo que de 1974 a 2008, o
excesso de peso na populacdo de homens adultos saltou de 18,5% para 50,1% e de
mulheres adultas foi de 28,7% para 48% (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2013). Além disso, aproximadamente 2,6 milhdes de pessoas morrem anualmente
devido ao excesso de peso (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2011).

A populacdo brasileira possui diversos habitos alimentares inapropriados,
visto que 12,6% dos homens e 19,7% das mulheres tem o habito de substituir o
almoco ou o jantar por um lanche de baixo valor nutritivo, como pizzas, sanduiches
ou salgados. Além disso, ha consumo excessivo de gordura saturada de origem
animal: 31% da populacdo nao dispensa a carne gordurosa, 53,5% consome leite
integral regularmente e 23,3% da populagcdo ingere refrigerante no minimo cinco
dias por semana (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2013).

Como consequéncia ao aumento da obesidade e dos habitos alimentares
inadequados, ocorre o aumento exponencial da incidéncia de doencas cronicas para

as quais ela € importante fator de risco, dentre elas estdo as doencas
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neurodegenerativas, respiratérias, cardiovasculares e metabdlicas como:
dislipidemia (KRAUSS; SIRI, 2004), insuficiéncia cardiaca (DESPRES, 2003),
aterosclerose (MONTAGUE; O'RAHILLY, 2000), hipertensdo arterial (ROCCHINI et
al., 2004) e diabetes tipo 2 (CHAN et al., 1994; COLDITZ et al., 1995) acompanhada
de resisténcia a insulina (MEIGS et al., 1997). Assim, faz-se necessario
compreender 0S mecanismos responsaveis por desencadear estas doencas
associadas a excessiva deposicao de gordura. Apesar de varios estudos nesta area,
0S mecanismos pelos quais o acumulo excessivo de gordura resulta em aumento da
incidéncia de hipertensdo ainda n&do foram totalmente esclarecidos. Isto seria de
fundamental importancia para a geracdo de novos alvos terapéuticos eficazes no

tratamento e prevencao da hipertensao arterial.

1.2 Controle da presséo arterial

A pressao arterial € resultante da resisténcia vascular e débito cardiaco,
duas variaveis que sdo controladas por componentes nao-neurais locais e
hormonais e componentes neurais através do sistema nervoso autbnomo. Por sua
vez, o débito cardiaco é dependente de trés variaveis: volume diastélico final,
contratilidade miocardica e frequéncia cardiaca. O volume diastoélico final € o volume
alcancado pela camara ventricular antes da contracdo. Ele é determinado pela
pressao venosa central (retorno venoso) que esta relacionada com o volume de
sangue que esta sob controle do sistema nervoso simpético. Por sua vez, a
contratilidade miocardica e a frequéncia cardiaca sédo controladas pelo sistema
nervoso autdbnomo simpatico e parassimpatico, respectivamente (GUYENET, 2006).

A hipertensdo é uma doenca multifatorial, poligénica e complexa com
diversas alteragbes no organismo. A teoria “guytoniana” de controle da pressao
arterial postula que o controle a longo prazo desta variavel cardiovascular depende
exclusivamente de mecanismos fisiolégicos renais, 0s quais seriam 0s principais
responsaveis para génese da hipertensao arterial (GUYTON, 1990). Por outro lado,
existe também a teoria “neurogénica” que afirma que o desenvolvimento da
hipertensédo arterial depende de alteracGes na neurobiologia do sistema nervoso
autbnomo (ESLER, 1995). Porém, ndo se pode dizer que uma ou outra teoria esteja

completamente certa ou errada, visto que a hipertensédo essencial € multifatorial e
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envolve diferentes e complexos mecanismos periféricos e centrais de ajuste de

pressao arterial.

1.3 Integracdo de nucleos hipotalamicos e tronco-encefélicos envolvidos no
controle do sistema nervoso autbnomo e da presséo arterial em relacdo a
obesidade

A hiperatividade do sistema nervoso simpatico (SNS) € uma caracteristica
encontrada na obesidade, hipertensdo arterial e outras doencas associadas a
obesidade tanto em humanos quanto em modelos animais (BERGMAN, 2007,
GRASSI et al. 2004).

A insuficiéncia cardiaca cronica, outra doenca que tem a obesidade como fator
de risco, também apresenta como caracteristica fisiopatoldégica a hipertonia
simpética (ZUCKER et al.,1995) que contribui grandemente com a morbidade e
mortalidade desta doenca (FELDER et al., 2003; FELDER, 2010). Véarias
observacdes indicam que o0 aumento da atividade do SNS contribui também para a
hipertenséo de individuos e animais obesos (ESLER, 1995; HALL, 2003; HALL et al.,
2010; REAVEN, 2002). Estudos clinicos e com modelos animais confirmaram a forte
correlacdo entre obesidade e hipertensao (HALL, 2003), sendo a obesidade visceral
o fator de risco mais importante para hipertensdo e doencas cardiovasculares
(SIRONI et al., 2004).

A hiperativacdo simpatica pode aumentar a pressdo arterial (PA) por causar
vasoconstricdo, aumentando a resisténcia vascular periférica, e aumento da
reabsorcéo tubular de sédio no rim a longo prazo. Ja foi demonstrada uma hipertonia
simpatica em outros tecidos de obesos, tais como musculo esquelético (ALVAREZ et
al., 2002), medula adrenal (KRUG; EHRHART-BORNSTEIN, 2008), vasos (EGAN et
al., 1989) e tecido adiposo (COLLINS; SURWITT, 2001; SMITH, 1980; WEISS;
MAICKEL, 1968; YOUNG et al., 1982).

O sistema nervoso autbnomo (SNA) é dividido anatdmicamente e funcionalmente
em simpatico e parassimpatico, e participa do controle de diversas funcdes
organicas, dentre elas a pressao arterial, osmolaridade, temperatura, respiracao,
digestéo, reproducdo, dentre outras. A atividade do sistema nervoso simpético é
controlada por meio de uma complexa integragdo de diversos nicleos no sistema
nervoso central incluindo &reas suprabulbares de integragcdo vegetativa e

comportamental como o0 nudcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) e o
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dorsomedial do hipotadlamo (DMH), areas do tronco encefalico como o nucleo do
trato solitario (NTS) e o bulbo rostroventrolateral (RVLM) e medulares como a coluna
intermédio lateral (IML), que coordenam uma série de respostas fisiologicas
integrativas para manter a homeostase.

No hipotalamo, destaca-se o PVN que integra mecanismos neuroenddcrinos,
comportamentais e neurovegetativos (DAMPNEY, 1994; SAWCHENCKO;
SWANSON, 1982), modulando o reflexo barorreceptor arterial, um dos reflexos
cardiovasculares, e a génese e manutencdo do ténus simpatico (PATEL; SCHIMID,
1988). O PVN possui duas subdivisdes: neurdnios parvocelulares e magnocelulares.
Estudos com tracadores neuronais mostraram que 0s neurdnios parvocelulares do
hipotalamo sdo uma importante fonte de inervacdo pré-simpética de diversos
territérios periféricos. Além disso, os neurdnios paravocelulares sdo uma fonte
importante dos neurénios que influenciam a atividade cardiaca e da medula adrenal
(STRACK et al., 1989). Populacfes distintas e topograficamente organizadas de
neurénios parvocelulares no PVN, chamados de pré-autonémicos, projetam-se ao
NTS, ndcleo dorsal motor do vago (DMV), nucleo ambiguo (NA), RVLM e IML na
medula espinhal toraco-lombar que possui neurbnios pré-ganglionares do sistema
nervoso simpatico (BUIJS et al., 1978; SWANSON; KUYPERS, 1980). Os neurdnios
destes nacleos encefélicos e medulares estdo envolvidos na modulacdo do controle
autdnomo do coracéo e vasos, os efetores do sistema cardiovascular.

Por sua vez, o DMH é classicamente considerado parte da area de defesa do
hipotalamo, mediando respostas simpaticas e neuroenddcrinas agudas em resposta
ao estresse cardiovascular (DIMICCO et al.,, 2002; YARDLEY; HILTON, 1986;
ZARETSKAIA et al., 2002). A ativacdo ou desinibicdo de neurdnios no DMH
aumenta a temperatura corporal, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria,
atividade locomotora, atividade simpéatica cardiaca e pressao arterial (BANDLER et
al., 2000; BERNARDIS; BELLINGER, 1998; CAO et al., 2004; DIMICCO et al., 2002;
2006; FONTES et al., 2001; HILTON, 1982; MCDOWALL et al., 2007). Ha algumas
evidéncias eletrofisiologicas e anatbmicas de que existam projecdes diretas do DMH
ao RVLM, que influenciariam o controle simpatico do sistema cardiovascular
(HORIUCHI et al., 2004; WANG et al., 2010; WINTERS, 1991). Trabalhos anteriores
mostraram que o RVLM contém neurbnios pré-simpaticos que se projetam aos

neurénios pré-ganglionares na IML e destes aos pos-ganglionares, 0s quais sao
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responsaveis pela atividade simpética ao coracdo e vasos (SPYER, 1994; SUN,
1995). Mas, isso ainda é controverso, pois outro estudo n&o identificou estas
projecées DMH-RVLM (THOMPSON et al., 1996). Além disso, o papel do DMH no
controle cardiovascular em situagdes cronicas ainda foi pouco demonstrado.

Diante disso, mais estudos tornam-se necessarios para explicar o efetivo
papel de nucleos auténomicos localizados no hipotalamo e tronco-encefalico no

controle neural da circulacéo e seus mecanismos relacionados a obesidade.

1.4 Integracao neuronal envolvida no controle da ingestao alimentar, equilibrio
energético e obesidade

O sistema nervoso central, em especial os nucleos hipotalamicos, esta
diretamente envolvido no desenvolvimento da obesidade e patologias associadas.
Um importante mecanismo no desenvolvimento de obesidade é a disfuncdo em
nucleos hipotalamicos envolvidos no controle alimentar como o nucleo arqueado
(ARC), DMH, PVN e a area hipotalamica lateral (LHA) (SCHWARTZ et al., 2000).
Dentre os diversos nucleos hipotalamicos, o ARC é considerado um dos centros
mais importantes de controle do equilibrio energético, pois recebe e integra
informacdes referentes a disponibilidade de nutrientes e fatores circulantes como
glicose, insulina, leptina, grelina, adiponectina, citocinas dentre outros (Figura 1).

Héa duas principais subpopula¢cdes de neurdnios no ARC que influenciam o
equilibrio energético através do controle da ingestdo alimentar e do gasto
energético. Essas subpopulacdes de neurbnios séo classificadas como orexigenos,
ou seja, que estimulam a ingestdo alimentar e inibem o gasto energético ou
anorexigenos que, por sua vez, inibem a ingestdo alimentar e estimulam o gasto
energético. Essas duas subpopulacdes de neurdnios secretam neuropeptideos
diferentes. Os neurbnios orexigenos possuem fenétipo de peptideo relacionado ao
gene agouti (AgRP) e/ou neuropeptideo Y (NPY). Por outro lado, os neurbnios
anorexigenos possuem fenétipo de horménio estimulador de melanécito (MSH) e/ou
transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART) (BARSH; SCHWARTZ, 2002,
Figura 1). Os neurbnios orexigenos e anorexigenos do ARC projetam-se
principalmente para neurdnios de segunda ordem localizados em outros nucleos
hipotalamicos. Um local de ampla projecdo dos neurdnios orexigenos é o PVN,
enquanto que os neurbnios anorexigenos projetam-se amplamente para o DMH,

PVN e LHA. A LHA por sua vez possui neurbnios que expressam orexina e
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hormonio concentrador de melanina (MCH). Além disso, na porcdo dorsal do ARC
esta localizado o nucleo ventromedial do hipotalamo (VMH), que recebe projecdes
principalmente dos neurénios AQRP/NPY e CART/POMC do ARC. Os axdnios dos
neurdnios do VMH projetam-se para o ARC, DMH e LHA e também para regides
bulbares, como o NTS. Assim, uma alteracdo da neurobiologia desses grupamentos
de neurénios do ARC, alterando a ingestdo alimentar e gasto energético pode levar
a obesidade (BARSH; SCHWARTZ, 2002).
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Figura 1 - Controle da homeostase energética pelos neurdnios do nucleo arqueado. Ha duas subpopulagGes
de neurdnios do nucleo arqueado - AgRP/NPY e POMC/CART que sdo reguladas por hormonios circulantes.
AgRP (peptideo relacionado ao gene agouti) e NPY (neuropeptideo Y) sdo neuropeptideos que estimulam a
ingestdo alimentar e reduzem o gasto energético, enquanto que hormdnio estimulador de melandcito (MSH),
um derivado pds- translacional de pro-opiomelanocortina, POMC) e CART (transcrito regulado pela cocaina e
anfetamina) inibem a ingestdo alimentar e aumentam o gasto energético. A insulina e leptina sdo hormonios
que circulam na propor¢do dos depdsitos adiposos do organismo e inibem neurdnios AGRP/NPY enquanto
estimulam neurdnios adjacentes POMC/CART. Por outro lado, baixos niveis de insulina e leptina ativam os
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neurbénios AgRP/NPY enquanto inibem neurdnios POMC/CART. A grelina é um peptideo secretado pelo
estdmago e pode ativar os neurdnios AgRP/NPY, estimulando assim a ingestdo alimentar. Isto proporciona um
mecanismo molecular para a integra¢do de sinais do padrdo da refeigdo de curto prazo com o equilibrio
energético de longo prazo. Adaptado de BARSH; SCHWARTZ, 2002.

Além do ARC, estudos recentes sugerem um papel importante também do
PVN na obesidade, devido a sua participagdo no controle do apetite e gasto
energético (WILLIAMS, et al., 2000). Além disso, o PVN esta envolvido na ativacao
de neurbnios pré-simpaticos que se projetam para o0 RVLM e para a IML modulando
a atividade simpética autbnoma (SWANSON; SAWCHENKO, 1983) que por sua vez
participa do controle neural da presséo arterial. Alteragdes na integragdo neuronal
no PVN podem contribuir para o desenvolvimento da hipertensdo arterial,
insuficiéncia cardiaca e outras doencas cardiovasculares, além das doencas
relacionadas a obesidade (BENARROCH, 2005).

Diversos estudos sugerem um papel importante do tronco encefélico caudal
no controle do equilibrio energético (BJORBAEK; KAHN, 2004; GOLDSTONE et
al.,1997; GRILL; KAPLAN, 2002; SCHWARTZ; MORAN, 2002) realizando uma
complexa integracdo neuronal com o hipotadlamo semelhante & que acontece no
controle da pressao arterial. Por exemplo, sdo encontrados no NTS neurdnios
sensiveis a leptina (BJORBAEK; KAHN, 2004; GOLDSTONE et al.,1997; GRASSI et
al., 2004; SCHWARTZ; MORAN, 2002) e glicose (GRILL; KAPLAN, 2002).

Outra regido do tronco encefalico envolvida no equilibrio energético € o bulbo
ventrolateral, da qual faz parte, por exemplo, a area Al, em que neurbnios
responsivos ao estado alimentar, co-expressam noradrenalina e adrenalina como
neurotransmissor (RITTER et al., 2001). Circuitos do tronco cerebral independem do
hipotalamo no controle motor da mastigacao e degluticdo (GRILL; NORGREN, 1978;
KAPLAN et al.,, 2000) e na alteracdo da quantidade de alimento ingerida em
resposta ao tamanho da refeicdo (GRILL; KAPLAN, 1992; GRILL; SMITH, 1988;
SEELEY et al., 1994). Porém, a integracdo hipotdlamo-tronco encefalica €
fundamental no controle dos circuitos motores do trato gastrointestinal em resposta
ao jejum (SEELEY et al., 2004).

O CART €& um dos neuropeptideos anorexigenos envolvidos no equilibrio
energético, inibindo a ingestdo alimentar e estimulando o gasto energético por meio

da termogénese. Além disso, foi descrito seu envolvimento em diferentes
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comportamentos, como recompensa e a ativagcdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal em resposta ao estresse (ROGGE et al., 2008). Estudos prévios sugerem
gque o CART pode também estar envolvido no controle cardiovascular pela sua
presenca em &reas de controle do sistema nervoso autbnomo como IML, RVLM,
DMV e nos ganglios intracardiacos em ratos (BURMAN, 2004; DUN et al., 2002;
FENWICK, 2006; HWANG et al., 2004; KOYLU, 1997; MATSUMURA et al., 2001;
RICHARDSON, 2006).

Trabalhos anteriores evidenciaram que a injegao intracerebroventricular
aguda de CART leva ao aumento da presséo arterial, frequéncia cardiaca e da
atividade do nervo simpatico renal em coelhos ndo-anestesiados (MATSUMURA et
al., 2001). Além disso, a injecado intratecal de CART promove um efeito aditivo na
resposta pressora de glutamato em ratos anestesiados (SCRUGGS et al., 2005). O
CART é colocalizado com neurbnios catecolaminérgicos e nao-catecolaminérgicos
do RVLM (BURMAN et al., 2004). Estudos de imunohistoquimica revelaram que
existe uma rede neural estabelecida de neurdénios CART positivos ao longo do eixo
simpato-adrenal. Neur6nios pré-ganglionares simpaticos sdo CART positivos,
enquanto os parassimpaticos ndo sdo. Na medula supra-renal, a populacdo de
células cromafins € CART-positiva, enquanto que os neurdnios pds-ganglionares
nao sao. Estudos recentes sugerem que o CART pode excitar neurénios ao longo do
eixo do sistema nervoso simpdtico, direta ou indiretamente, através da potenciacdo
de acado de glutamato, por ativacdo de receptores NMDA (CHIU et al., 2009; 2010;
HSUN LIN et al., 2005). Essas observacfes sugerem que o CART pode estar
relacionado com a hiperatividade do sistema nervoso simpatico na hipertensao
associada a obesidade.

Como a dieta rica em gordura pode alterar a neurotransmissao no hipotalamo
(GUYENET et al., 2013), neste trabalho postulamos a hipétese de que a obesidade
provocaria alteragdes na expressdo de neuropeptideos em nucleos autondmicos
hipotalamicos e do tronco encefalico, que poderiam estar envolvidos na disfuncao
autonbmica com hiperatonia simpatica e hipertensdo secundaria a obesidade.
Assim, o0 presente estudo teve como um dos objetivos verificar a expressao e o
papel do CART e outros neuropeptideos no sistema nervoso central sobre a

hipertenséo induzida pela obesidade em camundongos.
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Dieta rica em gordura promove em roedores diversas alteragdes metabolicas
encontradas na obesidade humana, tais como: aumento da massa corporal,
aumento da adiposidade, intolerancia a glicose e hipertrigliceridemia, sendo,
portanto, um modelo adequado para investigar os mecanismos relacionados ao
desenvolvimento da obesidade e doencas associadas (BUETTNER et al., 2007).
Além da ingestdo elevada de gordura, a elevada ingestdo de acUcares, como
sacarose e frutose, abundantes nos refrigerantes, é associada a um aumento da
prevaléncia de obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares (KANAREK et al.,
1987; MALIK et al., 2010; SANTURE et al., 2002). A sacarose é um dissacarideo
composto por glicose e frutose. Camundongos com uma dieta com alta ingestao de
gordura e sacarose (HL+HS) é um modelo que se assemelha a dieta ocidental.
Também foi demostrado que a ingestdo de uma dieta HL+HS é capaz de promover
obesidade (CHOI et al., 2014; NAKAJIMA et al., 2015; OLIVEIRA et al.,, 2014;
SURWIT et al., 1995), intolerancia a glicose, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e
hiperleptinemia (BLACK et al., 1998; CHOI et al., 2014; NAKAJIMA et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2014; SURWIT et al., 1995,) em camundongos e ratos. Por outro
lado, a elevada ingestdo de sacarose, promove dois diferentes fendtipos
cardiovasculares: hipertensdo (REIL et al.,, 1999; ROBERTS et al.,, 2001) ou
normotensédo (CONTRERAS; WILLIAMS, 1989) em ratos. Entdo, ainda permanece
controverso se alto teor de gordura e sacarose pode levar a hipertensdo em

camundongos.

1.5 Obesidade e Inflamacéao central

Estudos prévios demonstraram uma forte associacdo entre 0 processo
inflamatoério e o desenvolvimento de obesidade (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011),
hipertensdo (GRANJER, 2006) e diabetes (DINARELLO et al., 2010; DONATH,;
MANDRUP-POULSEN, 2008). A obesidade geralmente estd associada a um estado
inflamatorio crénico e sistémico de baixa intensidade que afeta diversos tecidos,
como o tecido adiposo, figado, musculo esquelético, vasos sanguineos, pancreas e
até mesmo o hipotdlamo como evidenciado por uma expressao génica exacerbada
de diversos mediadores inflamatérios (CHEN; HESS, 2008; DE SOUZA et al., 2005;
EMILSSON et al., 2008; TAPIA-GONZALEZ et al., 2011).
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O aumento de fatores inflamatérios no hipotdlamo, levando a resisténcia local
a leptina/insulina que € um mecanismo importante observado na obesidade
experimental. Na inducdo de um processo inflamatério ha alteracdo de
neurotransmissores envolvidos no controle alimentar e equilibrio energético com
aumento da termogénese no tecido adiposo marrom por meio do estimulo de
eferentes adrenérgicos (ARRUDA et al.,, 2010; 2011). Além das alteracdes nos
neurotransmissores, a inflamacao pode levar a morte neuronal local (ARRUDA et al.
2011). Apesar de estar bem estabelecido o envolvimento da inflamagéo hipotalamica
na modulacdo da ingestao alimentar, hiperfagia e resisténcia local a leptina/insulina,
ainda néo foi esclarecido a contribuicdo da inflamacéo para a disfuncédo auténomica
com hiperativacdo simpéatica associada a obesidade.

Outro aspecto importante que nao possui evidéncias claras na literatura € a
ocorréncia de processos inflamatorios em diferentes ndcleos além do hipotalamo,
tais como o0s nucleos do tronco encefalico, que estdo diretamente envolvidos no
controle do tbnus simpatico e parassimpatico. Ha alguns indicios de envolvimento da
inflamacdo em nucleos do tronco encefélico no desenvolvimento e/ou manutencgao
de outras doencas que tem a obesidade como fator de risco com aumento da
atividade simpatica. Na hipertensdo neurogénica, por exemplo, ha aumento da
expressao génica e protéica de moléculas pré-inflamatérias como a molécula de
adesdo leucdcito/plaqueta-1 (JAM-1) (WAKI et al.,, 2008), correlacionada com o
acumulo de leucdcitos nos capilares do NTS de ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) (WAKI et al., 2007). Ha também aumento de expressao génica de proteina
guimioatrativa de monécitos-1 (MCP-1), uma quimiocina, no NTS de SHR, sugerindo
uma condicao de inflamac¢do em outros ndcleos no sistema nervoso central além do
hipotalamo. Além disso, a interleucina-1B (IL-1B) e o fator de necrose tumoral (TNF)
injetados por via intravenosa ou pela artéria carétida sdo capazes de causar
ativacdo de neurénios do PVN, RVLM e NTS (WAKI et al.,, 2008) e levar a uma
simpatoexcitacdo renal e cardiaca, aumentando a frequéncia cardiaca e a pressao
arterial (KANNAN et al., 1996; ZHANG et al., 2003), indicando que algumas citocinas
teriam um papel crucial no desenvolvimento de hipertensdo neurogénica. O aumento
da producéo de citocinas pré-inflamatérias no NTS de ratos hipertensos e no PVN

de ratos com insuficiéncia cardiaca leva a simpatoexcitacdo de ndcleos relacionados
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ao controle autbnomo, nestas doencas relacionadas a obesidade (KANG et al.,
2008a; 2008b).

Varios potenciais mediadores envolvidos na ativacdo do SNS pela inflamacao
tém sido propostos (AMARAL et al, 2006; PURKAYASTHA et al, 2011,
ROMANATTO et al.,, 2007). Independentemente do mediador, a inflamacgao
associada a obesidade é caracterizada pelo recrutamento e infiltracdo de células
imunes como macréfagos, células dendriticas e células T em diversos tecidos,
especialmente no tecido adiposo. Adipdcitos de individuos obesos produzem MCP-
1, proteinas inflamatérias de macréfagos (MIPs), interleucina-6 (IL-6), IL-18 e TNF
gue estimulam o recrutamento de mondcitos no tecido adiposo e ativam sua
diferenciacdo a macrofagos proé-inflamatérios (M1) (WEISBERG et al., 2003; XU et
al., 2003), tornando o tecido adiposo de obesos rico em macrofagos M1 quando
comparado ao tecido adiposo de camundongos magros (LUMENG et al., 2007a;
2007b; WEISBERG et al., 2003).

Outro mediados inflamatério séo os receptores toll-like (TLR) que pertencem a
familia dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs). Os subtipos TLR2 e
TLR4 séo expressos em muitos tipos celulares do encéfalo (HANISCH et al., 2008).
Os TLRs desempenham um papel essencial na resposta imune inata e nas funcdes
do sistema imunolégico aos desafios por patégenos (BEUTER, 2004). A ativacao
dos TLR pode levar a producédo de citocinas e quimiocinas, como por exemplo, TNF,
interferon, pro-IL-1B, IL-6, pro-interleucina-18, dentre outras pela ativagcéo do fator de
transcricdo pro-inflamatorio fator nuclear kappa B (NF-kB). A ativacdo de TLR e a
progressdo da inflamacdo pode ocorrer ndo s6 por patdbgenos ou por padrées
moleculares associados a patdégenos (PAMPs), mas também em resposta a padrées
moleculares associados a lesdo enddgena (DAMPSs), componentes da dieta como
acidos graxos saturados, ceramidas, lipoproteina de baixa densidade (LDL)
modificada, altos niveis de glicose, depdsitos de proteinas amildéides ou em resposta
ao estresse metabolico da obesidade (JIN et al., 2013).

Os TLRs ativados por DAMPs tem sido propostos como sendo um elo entre
inflamacéo e hipertensdo (MCCARTHY et al., 2014). Alguns estudos mostraram que
na hipertensdo héa ativacdo do TLR em células apresentadoras de antigeno atraindo
linfécitos para 6rgdos chaves para o controle cardiovascular como o rim (HARWANI
et al., 2011) ou o coragéo (ABBOUD et al., 2012).
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O fator mieldide de diferenciacdo 88 (Myd88) é uma das proteinas
adaptadoras conhecidas dos TLRs, ou seja, participa da ativacdo do sinal
downstream destes receptores. O Myd88 é comum a todos os TLR exceto o TLR-3
(MIAN et al., 2014; WATTERS et al., 2007). Apesar de alguns estudos sobre a
associacado entre hipertensdo e NF-kB e inflamagdo em érgdos que controlam a
pressdo arterial, o papel do TLR, seus mecanismos no sistema nervoso central e
seu envolvimento na hipertensdo e na disfuncdo autondémica no modelo
experimental de obesidade ainda sdo pouco conhecidos. Nos animais transgénicos
utilizados no presente estudo, foi deletada a proteina Myd88 especificamente em
neurénios e glia e consequentemente a via de ativacdo do receptor toll-like. Esse
protocolo foi fundamental para verificar se a auséncia da via inflamatoria TLR-NF-kB
no sistema nervoso central impede o desenvolvimento de hipertensdo nos
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e estudar o papel da inflamacgéo

na hipertensdo neurogénica secundaria a dieta hiperlipidica.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi investigar novos mecanismos centrais
relacionados a neuropeptideos e inflamacao da hipertensdo secundéria a obesidade
pela ingestdo de dieta hiperlipidica e dieta hiperlipidica associada a sacarose. Além
disso, foi estudado se esses mecanismos estdo relacionados com a disfuncéo

autondmica hipertenséo secundaria a obesidade.

2.1 Objetivos especificos

Foram utilizados animais submetidos a dois diferentes periodos (8 e 15
semanas) de exposi¢cdo a dieta hiperlipidica (HL) e dieta hiperlipidica associada a
sacarose 20% (HL+HS) para avaliar:

- Parametros metabdlicos para caracterizacdo do modelo de obesidade;

- Parametros cardiovasculares (pressédo arterial e frequéncia cardiaca) e a

modulacdo autondémica por meio de analise da variabilidade e do espectro da

frequéncia cardiaca e pressao arterial sistolica;

- As alteracdes na expressao génica de neuropeptideos no hipotdlamo e tronco-

encefalico;

- A distribuicao rostro-caudal de neurdnios CART-positivos no hipotalamo;

- As alteracBes na expressao génica e localizacdo de fatores relacionados a

inflamacé&o no hipotalamo e tronco-encefalico;

- O papel da via inflamatéria TLR-NFkB em nuacleos autondmicos do sistema

nervoso central na hipertensédo secundaria a obesidade utilizando camundongos

transgénicos Myd88'Nestin®" a fim de deletar a proteina Myd88 de neurdnios e

glia e consequentemente a via de ativacao dos receptores toll-like.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos C57BL/6J J, machos, provenientes do Biotério
de Experimentacdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncia
Biomédicas-USP, com 10 semanas de idade no inicio dos protocolos. Todos 0s
protocolos utilizados neste trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do ICB-USP n° 026 nas fls.126 do livro 02.

Os camundongos foram mantidos em gaiolas individuais com ciclo de
claro/escuro 12h/12h, em temperatura controlada (21-22 °C) e alimentados com
dieta controle Nuvilab® (C, Rhoster, 4% lipideos), controle balanceada (10%
lipideos), hiperlipidica rica em acidos graxos (HL, 60% kcal lipideos) ou hiperlipidica
associada a sacarose simulando o consumo humano de dieta rica em gordura
animal associado a bebidas ricas em agucar (HL+HS, 60% kcal como lipideos + 20%
sacarose na agua de beber) ad libitum (veja composicdo das dietas abaixo na
Tabela 1) por 8 ou 15 semanas. As dietas controle balanceada e hiperlipidica
tiveram suas composi¢cdes adaptadas de um trabalho anterior (REEVES, 1997). Os
componentes estao descritos na tabela abaixo:

Ingredientes (g/Kg) Controle Balanceada Hiperlipidica (HL)
Caseina 189,57 258,44
Sacarose 88,9 88,9
Amido de milho 413,06 0
Amido dextrinizado 161,5 1615
Gordura de origem animal 18,95 316,6
Oleo de soja 23,69 32,3
Celulose 54,6 74,1
Mix de minerais (AIN-93) 35 47,95
Mix de vitamina 10 13,75
L-cisteina 2,84 3,87
Colina 1,89 2.6
Kcal/g 3,84 5,23

Tabela 1 - Componentes das dietas controle balanceada e hiperlipidica
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3.2 Avaliagcéo do peso corporal e ingestao alimentar

O peso corporal dos camundongos foi avaliado uma vez por semana com
medida em balanca semi-analitica (Acrimet, Brasil). Foi calculada também a ingestao
alimentar cumulativa obtida pela soma das calorias totais (kcal) ingeridas pelos
animais ao longo de todo o protocolo.

3.3 indice de adiposidade

Os animais foram deixados em jejum durante a noite e em seguida
realimentados por duas horas com livre acesso a dieta para padronizar a ingestéao
alimentar de todosos animais. Entre as 8:00 h e 10:00 h da manha os camundongos
foram eutanizados sob anestesia com isoflurano (5% em Oz no ar inspirado) e o0s
tecidos foram retirados e pesados. A soma da massa do tecido adiposo epididimal,
retroperitoneal e inguinal foi considerada como indice de adiposidade.

3.4 Teste de toleréancia a glicose

No fim da 82 ou 152 semana de alimentacdo com as dietas foi realizado o
teste de tolerancia a glicose (GTT). Apos 6 horas de jejum, os camundongos
receberam injecdo intraperitoneal de glicose (2g/ kg/ 5 ml) de peso corporal,
resultando assim em um volume injetado de 120 a 200 pl. Sangue foi retirado por
incisdo da cauda dos camundongos para a medida da glicemia (glicosimetro) nos
tempos 0, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos apos a injecdo de glicose.

3.5 Medida de parametros bioquimicos plasmaticos

O plasma foi separado de amostras de sangue coletadas por centrifugacao
(1100 rpm) por 15 min em 4 °C e armazenado em —80 °C. Os indices lipidémicos
para triacilglicerol e acidos graxos livres foram quantificados com kits da Labteste e
Wako, respectivamente, de acordo com as instru¢bes do fabricante. A insulina
plasmatica foi dosada por ELISA com kit da Millipore. Os niveis séricos de IL-6 foram
guantificados por ELISA com o kit DuoSet da R&D.

3.6 Monitoramento da pressédo arterial e frequéncia cardiaca e andlise da
variabilidade cardiovascular

Apbés o periodo de exposicdo as dietas por 8 ou 15 semanas, 0S

camundongos foram anestesiados com anestésico volatil (isoflurano 5% no ar
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inspirado de oxigénio medicinal) e um cateter de microrenatane (0,025 mm de
diametro externo e 0,012 mm de diametro interno) foi implantado na artéria femoral.
O cateter foi exteriorizado na regido escapular do animal por via subcutanea e ao
final da cirurgia os animais foram colocados em gaiolas individuais. Foi respeitado
um dia de recuperagcdo e em seguida foram registradas a presséo arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC) nos animais acordado e com livre movimentacéo
(RODRIGUES et al., 2011).

Os registros da PA e FC foram feitos conectando-se a canula arterial,
previamente heparinizada, a um transdutor de presséo (Modelo CDX Ill, Cobe Labs,
USA), o qual estava acoplado a um amplificador (ML224 Quad Bridge Amp,
ADInstruments, Australia) que, por sua vez, é conectado a um sistema de aquisicéo
de dados digital (PowerLab, ADInstruments, Australia). A frequéncia de amostragem
utilizada para os registros hemodinamicos foi de 4000 Hz. Apos estabilizagdo dos
parametros observados, foram registrados os valores basais da pressao arterial
sistélica (PAS), diastolica (PAD) e média (PAM) e FC por um periodo de 30 minutos
a 1 hora. A temperatura dentro da sala de registro foi mantida entre 22 e 24 °C.
Foram analisados apenas os registros de animais que apresentaram um diferencial
de pressao pulsatil maior que 20 mmHg para garantir que a aquisicdo dos dados
fosse fidedigna e representativa dos valores de pressao arterial sem interferéncia do
amortecimento do pulso de pressao, fato que poderia ter ocorrido por obstrucéo
parcial do cateter causada por dobras ou proximidade a bifurcacdes arteriais.

Os indices de atividade simpatica e parassimpatica foram obtidos por analise
da variabilidade da pressao arterial sistolica e intervalo de pulso através da analise
espectral dos registros. Para isto, os registros foram analisados por um programa
computacional (Cardioseries, v. 2.4 Brasil — http://sites.google.com/site/cardioseries)
desenvolvido por Daniel Penteado Martins Dias (OLIVEIRA et al., 2012; SANTOS et
al., 2012; TEZINI et al., 2013) que detecta pontos de inflexdo em sinais periddicos
gerando séries temporais da PA sistolica, batimento a batimento. Séries temporais
de intervalo de pulso (IP) também foram calculadas pelos intervalos entre
consecutivos valores de pressdo sistélica. Para cada registro foram calculados
indices de variabilidade da PA e IP no dominio do tempo. A variabilidade da PA foi
guantificada por meio do desvio padrédo de valores sucessivos de PA (SDNN). A

variabilidade do IP foi quantificada pelo SDNN e pela raiz quadrada da média da
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soma dos quadrados das diferencas entre sucessivos valores de IP (RMSSD). A
variabilidade da PA e IP também foram avaliadas no dominio da frequéncia, por
meio da analise espectral. As séries temporais da PA sistdlica e IP foram
interpoladas em 20 Hz e divididas em segmentos continuos de 512 batimentos,
sobrepostos em 50%. Cada segmento foi submetido a um “janelamento” do tipo
Hanning e a analise espectral foi realizada pela transformada rapida de Fourier
(FFT). Os componentes oscilatérios encontrados foram quantificados em faixas de
muito baixa (VLF: 0,0-0,15 Hz), baixa (LF: 0,15 a 1,5 Hz) e alta frequéncia (HF: 1,5 a
5,0 Hz) em valores absolutos e o indice normalizado LF/ HF (GEHRMANN et al.,
2000; THIREAU et al., 2007) que representa a atividade simpato-vagal ao coracao.
Apos o registro dos dados hemodinamicos, os camundongos foram sacrificados para

coleta dos tecidos e nucleos encefalicos.

3.7 Medida dos niveis de RNA mensageiro por PCR quantitativo em tempo real
(gPCR)

Os mesmos camundongos que tiveram o0s parametros cardiovasculares
avaliados foram anestesiados com anestésico volatil (isoflurano 5% no ar inspirado
de oxigénio medicinal) e sacrificados por decapitacéo para retirada e coleta do bloco
hipotalamico e do bloco do tronco encefalico. Todos os animais foram sacrificados
no mesmo periodo do dia pela manhd para evitar alteracdes circadianas na
expressdo génica. Apos a remocao do encéfalo do cranio, um bloco de tecido
hipotalamico foi dissecado no nivel de +0,26 a -2,30 mm do bregma entre o quiasma
optico e o pedunculo cerebellar superior. O bloco de tronco encefalico foi dissecado
no nivel de -5,80 a -8,00 mm do bregma entre o pedunculo cerebellar inferior e 0
Obex. Foram coletados rapidamente o bloco hipotalamico e o tronco encefalico e

imediatamente armazenados em freezer -80 °C.

O RNA total destas amostras foi extraido com o kit lllustra RNAspin Mini Kit
da General Electrics seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras tiveram o
RNAtotal quantificado em espectrofotdmetro (“Nanodrop 3300” - Thermo scientific,
Bremen, Alemanha). A sintese de cDNA foi realizada com o kit da SuperScript® |
Reverse Transcriptase (Invitrogen™) a partir de 1 ug de RNA total. A reagédo de

amplificagcéo foi realizada como previamente descrito (FESTUCCIA et al., 2008) no
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aparelho Rotor Gene Q (Qiagen®) utilizando-se o kit SYBR Green Jump Start Taq
Ready Mix without MgCI2 # S5193 400 RXN (Sigma- Aldrich Co.®).

Os niveis de RNA mensageiro de diversas citocinas (TNF, IL-1B), quimiocinas
(CCL5 e MCP-1) neurotransmissores (AgRP, CART, POMC e NPY) e proteinas
relacionadas com a via inflamatodria (ciclooxigenase-1 (COX-1), ciclooxigenase-2
(COX-2), 6xido-nitrico sintase induzivel (iINOS), cluster de diferenciacdo (CD86))
foram quantificados, utilizando o gene 36B4 (NM_022402) como gene de referéncia
(FESTUCCIA et al., 2008), pois foi 0 gene que apresentou menor variacdo entre 0s
grupos controle e dieta hiperlipidica dentre os genes de referéncia testados (Tabela
2). Para analise da quantificacdo dos resultados do gPCR em tempo real, foi
utilizado o software do préprio equipamento de qPCR (Rotor Gene Q, Qiagen®)
sendo determinado o threshold (RAMAKERS et al., 2003). Com estes valores foi

determinado o Ef**CT (SCHEFE et al., 2006).

Sense (5'—3’)

Antisense (5'—3’)

36B4 TAAAGACTGGAGACAAGG TAAAGACTGGAGACAAGGTG
CART GTCCCACGAGAAGGAGCTGCCAA  GCCCATCCGCTCTCTGAGGGG
AgRP ACCTTAGGGAGGCACCTCATGCC  GCGGAGAACGAGACTCGCGG
POMC GCCTTTCCGCGACAGGGGTC AAACACGGGCGTTCCAGCG
NPY AGCCTTGTTCTGGGGGCGTT CCCGCCACGATGCTAGGTAA
TNE AGCCCACGTCGTAGCAAACCA GCAGGGGCTCTTGACGGCAG
IL-1B8 CCCTGCAGCTGGAGA?TGTGGA CTG?GCCACCTGTCTTGGCCG
COX1 AGGCCACGGGGTAGACCTTG GGCTCGGAACAGCAGCTC
COX2 AGGGCCCTTCCTCCCGTAGC AAGTCCACTCCATGGCCCAGTCC
iNOS AAGTCCAGCCGCACCACCCT TCCGTGGCAAAGCGAGCCAG
CCL5 CCTCACCATATGGCTCGGACACCA GCTGTGCAGAGCCTCGGAGC
MCP1 TCAGCCAGATGCAGTTAACGCCC  GTGTACTCAGTCTCCACAGA
CDS86 CCCAGCAACACAGCCTCTAA ACTCTGCATTTGGTTTTGCTGA

Tabela 2 - Sequéncia dos primers utilizados neste estudo para qPCR do bloco hipotalamico e do tronco

3.8 Imunohistoquimica

Ao final dos protocolos de dieta, 4 a 5 camundongos foram profundamente

anestesiados através de anestesia inalatéria (isoflurano 5% no ar inspirado de
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oxigénio medicinal) e submetidos a perfusdo cardiaca via ventriculo esquerdo com
uma agulha conectada a uma bomba peristaltica por tubos (Cole Parmer, Chicago,
IL) inicialmente utilizando 50 ml de solucdo salina (0,9%), seguida por 180 ml de
solucdo de paraformaldeido (PFA, 4% em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4) durante oito
minutos. Os encéfalos foram removidos da calota craniana imediatamente e pos—
fixados por 4 horas a 4 °C em PFA 4%. A seguir, os encéfalos foram crioprotegidos
em solucdo tampao fosfato com 20% de sacarose a 4 °C “overnight". No dia
seguinte, os encéfalos foram seccionados em plano coronal em um micrétomo de
congelamento e foram coletados cortes com 30 pm de espessura em quatro
compartimentos. Os tecidos foram conservados em solucdo anti-congelante. Um
desses compartimentos foi processado com a técnica Imunoperoxidase para o
CART.

Os cortes foram incubados por 40 horas a 4 °C com anticorpo para CART (55-
102) feito em coelho, anti-camundongo (Phoenix Pharmaceutics) na concentracao
de 1:20000 em tampéao fosfato (TF) contendo 2% de soro normal da espécie
hospedeira do anticorpo secundério e 0,3% Triton X-100. A concentragdo do
anticorpo primario foi escolhida ap6s um teste de gradiente com as concentracfes
1:5000, 1:10000 e 1:20000. Este anticorpo ja foi amplamente utilizado na literatura e
mostrou imunoreatividade em nucleos do encéfalo que classicamente sdo descritos
como possuindo CART corroborando com descri¢cdes anteriores (ELIAS et al., 2001).
Depois de vérias lavagens em tampao fosfato de potassio (KPBS) 0,02M, os cortes
foram incubados por duas horas em anticorpo feito em cabra anti-coelho 1:200
biotinilado (Vector, Burlingame, CA). Apds varias lavagens em KPBS 0,02M, os
cortes foram entdo incubados por 2 horas em um complexo avidina-biotina
(Vectastain, Elite ABC kit, Vector, 1:200). Os cortes foram lavados novamente em
KPBS 0,02M e o produto da reacao da peroxidase foi visualizado usando o método
da glicose oxidase (ITOH et al., 1979) e tendo diaminobenzidina (DAB) como
cromogeno. Os cortes foram lavados novamente em KPBS 0,02M e montados em
laminas gelatinizadas. A imunomarcag¢do foi intensificada mergulhando-se as
laminas com os cortes em uma solucdo de tetroxido de 6smio durante 15 segundos.
Finalmente, os cortes foram desidratados, diafanizados em xilol e cobertos com DPX

(Sigma-Aldrich). Os cortes foram fotografados com o uso de um microscopio Zeiss
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Axioimager Al (Zeiss, Muenchen, Germany) equipado com uma camera digital do
tipo Zeiss AxioCam HRc (Zeiss).

Outra série dos cortes foi incubada por 48 h a 4 °C com anticorpo para
proteina adaptadora ligante de calcio ionizado-1 (lba-1) (1:2000) feito em coelho
anti-camundongo (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) em TF contendo 2% de
soro normal de cabra e 0,3% Triton X-100. Esta proteina é marcador estrutural
microglia. A concentracdo do anticorpo primario foi escolhida apos um teste de
gradiente com as concentra¢fes 1:500, 1:1000 e 1:2000. Depois de varias lavagens
em KPBS 0,02M, os cortes foram incubados por duas horas em anticorpo feito em
cabra anti-coelho 1:200 biotinilado (Vector). Apés varias lavagens em KPBS 0,02M,
os cortes foram entdo incubados por 2 horas em um complexo avidina-biotina
(Vectastain, Elite ABC kit, Vector, 1:200). Os cortes foram lavados novamente em
KPBS 0,02M e o produto da reacao da peroxidase foi visualizado usando o método
da glicose oxidase (ITOH et al., 1979) e tendo DAB como cromégeno. Os cortes
foram lavados novamente em KPBS 0,02M e montados em laminas gelatinizadas. A
imunomarcacédo foi intensificada mergulhando-se as laminas em uma solucdo de
tetroxido de 6smio durante 15 segundos. Por fim, os cortes foram desidratados,
diafanizados em xilol e cobertos com DPX (Sigma-Aldrich).

Os cortes dos encéfalos de camundongos, corados através da reacdo de
Imunoperoxidase, foram fotografados com o0 uso de um microscépio Zeiss
Axioimager Al (Zeiss, Muenchen, Germany) equipado com uma camera digital do
tipo Zeiss AxioCam HRc (Zeiss) com um aumento de 10 x.

A andlise de contagem de células CART-positivas e a esqueletonizacdo do
Iba foram realizadas utilizando o programa ImageJ. A contagem de células CART
positivas foi feita em toda distribuicdo rostro-caudal do encéfalo. A analise por
esqueletonizacdo consiste em quantificar a densidade das células marcadas. A
imagem resultante foi convertida para uma imagem binaria e esqueletonizada. O
AnalyzeSkeleton plugin (http://imagejdocu.tudor.lu/) foi aplicado para quantificar o
numero de pontos por quadro para quantificar a densidade da microglia.

3.9 Animais transgénicos Myd88loxNestinCre+/+
Foi utilizada a tecnologia recombinase-CRE-lox a fim de obter camundongos

transgénicos Myd88>Nestin®"®, tornando possivel deletar o fator mieldide de
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diferenciacdo 88 (Myd88) e, consequentemente, a via de ativacdo do receptor TLR
especificamente em neurénios e glia. A recombinase-cre € uma enzima que cataliza
a recombinacéo entre duas regides loxP, promovendo assim a delecdo de regides
especificas do genoma que estejam entre duas sequéncias loxP
(ATAACTTCGTATAGCATACATTATAC GAAGTTAT). Como a sequéncia loxP esti
em uma regido do gene que € essencial para a funcdo da proteina, ocorrera a
delecdo da funcdo desta proteina (SAUER; HENDERSON, 1988; STERNBERG et
al., 1981). No caso do presente experimento, a proteina deletada foi o Myd88.
Assim, foram silenciados os receptores TLR.

A recombinase-cre foi inserida com uma sequéncia do promotor do gene Nestin,
um gene expresso exclusivamente em neurdnios e glia, fazendo com que a
recombinase-cre fosse transcrita juntamente com a proteina Nestin. Isso possibilitou
a delecédo do gene Myd88 apenas em células que expressam a proteina Nestin e por
consequéncia a recombinase-cre, ou seja, apenas em neuronios e glia. Assim,
houve a delecédo da via de sinalizacdo de todos os TLRs, exceto TLR3, apenas no
sistema nervoso central em neurdnios e células da glia (Figura 2).

Foi realizado o cruzamento por trés geracdes de animais Nestin®® com
animais Myd88'°%, originando camundongos do grupo controle (com a presenca da
sequéncia lox, porém sem a recombinase-cre, Myd88'°*Nestin®¢’; Cre neg) e do
grupo experimental (com a presenca de lox e da recombinase-cre,
Myd88/°*Nestince**: Cre pos) que foram identificados por genotipagem. E
fundamental nesse tipo de experimento que o grupo controle possua também a
sequéncia lox para excluir o viés de efeitos da insercdo desta sequéncia na funcéo
da célula e por consequéncia alterar os resultados do protocolo experimental. Estes
dois grupos receberam dieta hiperlipidica por 15 semanas e foi analisada a presséo
arterial, frequéncia cardiaca e atividade simpatica para 0s vasos e coracdo e

parassimpatica para o coracao.
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Figura 2 - Esquema exemplificando a agdo da enzima Cre-recombinase apenas em neuronios e células da glia
por estar acoplada ao gene Nestin.

3.10 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos em médiaterro padrdo da média. A
andlise estatistica dos dados foi realizada no programa GraphPad Prism 5.0°.
Diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando P<0,05.
Andlise de variancia (ANOVA) de 1 via com poOs-teste de Newman-Keuls foram
utilizados para analisar os dados de peso, area abaixo da curva no GTT, glicemia
basal, massa dos tecidos periféricos, parametros bioquimicos, pressdo arterial,
frequéncia cardiaca, analise espectral, gPCR e neurbnios CART-positivos. Foi
utilizado teste-t ndo-pareado unicaudal para os dados de gPCR da CCL5. Para

analise das correlacdes utilizou-se correlacdo de Pearson seguida de regressao
linear.
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4 RESULTADOS

4.1 Validacao do modelo animal experimental de obesidade
4.1.1 Medida do peso corporal e massa de tecidos periféricos
Inicialmente validamos o modelo experimental para dieta controle. N&o houve

diferenca no peso final entre os animais alimentados com dieta controle Nuvilab®
(29,6+0,49) e dieta controle balanceada (27,5+0,5g, Tabela 3). Mas, os animais
gue receberam dieta controle balanceada apresentaram diminuicdo do peso do
gastrocnémio (0,15+0,01g) em comparacdo com os camundongos Nuvilab®
(0,19+0,01qg, Tabela 3) sugerindo uma menor massa muscular por terem 0 mesmo
peso final. Observamos ainda que os camundongos que receberam dieta controle
balanceada apresentaram niveis de PAM de animais hipertensos, ou seja, mais
elevados que os Nuvilab® (controle balanceada8: 111+4 vs controle Nuvilab®8:
98+4, mmHg, n=9 e n=8 respectivamente). Por isso, optou-se por utilizar neste
estudo como controle apenas camundongos alimentados com Nuvilab®.

Os animais expostos a dieta HL por 8 semanas mostraram um aumento de
peso gradual a partir da primeira semana de dieta. Ao final da oitava semana do
protocolo HL e HL+HS estes animais desenvolveram obesidade como evidenciado
pelo aumento do peso corporal (C: 27,1+0,4 vs HL: 35,9 + 0,9 vs HL+HS:41,7+0,7, g,
31%, P <0,05, Figura 3A), e da adiposidade (C: 0,63+0,04 vs HL: 3,88+0,29 vs
HL+HS: 3,85+0,23, g, P<0,05, Figura 3B). A adiposidade trata-se da soma da massa
do tecido adiposo epididimal, retroperitoneal e inguinal que foram todas aumentadas
tanto no grupo HL como no grupo HL+HS (Figura 3B). Além disso, o peso do rim foi
aumentado tanto pela dieta HL como pela HL+HS (C: 0,36+0,01 vs HL: 0,52+0,08 vs
HL+HS: 0,59+0,10, g, P<0,05, Figura 3B). Nao houve diferencas na massa do tecido
adiposo marrom, do figado, coracdo ou musculo gastrocnémio (Figura 3B). Os
animais HL+HS apresentaram obesidade com maior ganho de peso que animais HL.
Um dos motivos foi a maior ingestao calorica dos animais HL+HS comparados aos
HL (Figura 3A).
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Controle Nuvilab® Controle Balanceada
Tecido adiposo epididimal (g) 0,42+0,03 0,57+0,03*
Tecido adiposo retroperitoneal (g) 0,10+0,01 0,15+0,01*
Tecido adiposo inguinal (g) 0,15+0,02 0,24+0,04*
Adiposidade (g) 0,63+0,04 0,97+0,07*
Tecido adiposo marrom (g) 0,11+0,01 0,09+0,01
Figado (g) 1,00+0,05 1,10+0,06
Rim (g) 0,36+0,01 0,36+0,01
Coracao (g) 0,15+0,01 0,11+0,00**
indice coragdo/tibia (g/cm) 0,08+0,00 0,07+0,01
Gastrocnémio (g) 0,19+0,01 0,15+0,01*

Tabela 3 - Peso dos tecidos, em gramas, dos tecidos de camundongos C57BL/6J J alimentados com dieta
Nuvilab® ou controle balanceada por 8 semanas. * P<0,05 vs controle Nuvilab®, ** P<0,01 vs Controle
Nuvilab®. ANOVA-1 via e pos-teste de Newman-Keuls. Valores em N = 9-12 animais por grupo.

Nos animais que receberam HL por 15 semanas o peso final aumentou ainda
mais (HL15: 45,6+2,4 vs HL8: 35,9%0,9, g, vs C8, +60% e +100%, respectivamente,
P<0,05, Figura 4A). Depois de 15 semanas o peso de HL e HL+HS continuou
aumentando, porém nao houve mais diferencas entre o peso de HL e HL+HS ao
final dos protocolos (C15: 28,1+0,6 vs HL15: 46,3+0,9 vs HL+HS15: 43,6+1,6, g,
Figura 4A). A adiposidade aumentou ainda mais nos HL15 com diminuicdo nos
HL+HS15 (C15: 0,74+0,07 vs HL15: 4,24+0,16 vs HL+HS15: 3,09+0,13, g, Figuras
3B e 4B) exemplificada na resposta do tecido adiposo epididimal (C15: 0,46+0,03 vs
HL15: 1,81+0,12 vs HL+HS15: 1,17+0,12, g, Figuras 3B e 4B).
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Figura 3 - Peso dos camundongos ao longo das 8 semanas de exposicao a dieta hiperlipidica (HL) e controle
(C). (A) Peso de camundongos C57BL/6J J alimentados com dieta controle Nuvilab® (C), hiperlipidica (HL) ou
hiperlipidica associada a sacarose (HL+HS) ao longo das 8 semanas, ganho de peso ao final das 8 semanas e
ingestdo caldrica total apds 8 semanas de dieta (kcal). (B) Massa de tecidos periféricos ao final de 8 semanas. *
P<0,05 vs C e +P<0,05 vs HL ganho de peso. Em A, ANOVA-1 via e pds-teste de Newman-Keuls dos valores da
area abaixo da curva. Em B, ANOVA-1 via e pds-teste de Newman-Keuls. N= 8-24 animais por grupo.
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Apébs 15 semanas de dieta, evidenciou-se um aumento do peso do figado nos
animais HL que foi maior nos animais HL+HS (C15: 1,05+0,04 vs HL15: 1,54+0,12
vs HL+HS15: 2,64+0,33, g, Figura 4B). Além disso, houve uma hipertrofia do tecido
adiposo marrom que foi maior em HL+HS (C15: 0,10+0,01 vs HL15: 0,21+0,02 vs
HL+HS15: 0,36+0,04, g, Figura 4B). O aumento do peso do rim visto com 8 semanas
em HL e HL+HS manteve-se (C15: 0,36+0,01 vs HL15: 0,47+0,01 vs HL+HS15:
0,44+0,22, g, Figura 4B).
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Figura 4 - Peso dos camundongos ao longo das 15 semanas de exposicdo a dieta hiperlipidica (HL) e controle
(C). (A) Peso de camundongos C57BL/6J J alimentados com dieta controle Nuvilab® (C), hiperlipidica (HL) ou
hiperlipidica associada a sacarose (HL+HS) ao longo das 15 semanas e ganho de peso ao final das 15 semanas.
(B) Massa de tecidos periféricos ao final de 15 semanas. * P<0,05 vs C e +P<0,05 vs HL ganho de peso. Em A,
ANOVA-1 via e pos-teste de Newman-Keuls dos valores da drea abaixo da curva. Em B, ANOVA-1 via e pds-teste
de Newman-Keuls. N= 11-19 animais por grupo.
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4.1.2 Parametros metabdlicos

Ao final das 8 ou 15 semanas de dieta foi realizado o teste de tolerancia a
glicose em todos os animais. Como podemos observar na Figura 5A, a ingestéo de
dieta HL ou HL+HS por 8 semanas levou a intolerancia a glicose demonstrada pelo
aumento da area abaixo da curva (C8: 30299+1979 vs HL8: 5776211474 vs
HL+HS8: 53325+1798, u.a P<0,0001, Figura 5A) e tal efeito foi de menor magnitude
nos camundongos HL+HS (Figura 5A). Além disso, os grupos HL8 e HL+HSS8
apresentaram maior glicemia basal (C8: 166,7+ 8,5 vs HL8: 257,9+12,5 vs HL+HS8:
250,0£6,6, mg/dL, P<0,01) e hiperinsulinemia (C8: 43,4+ 6,6 vs HL8: 672,2+ 127,0
vs HL+HS: 566,9+ 53,7, mg/dl, P<0,05, Figura 5B) quando comparados ao grupo
controle.

Os grupos HL e HL+HS apds 8 semanas de dieta tiveram aumento dos niveis
plasmaticos de glicemia em jejum (C:167+9 vs HL: 200+6 vs HL+HS: 25047, mg/dI,
P<0,05, Figura 5C), leptina (C: 8,086+1,129 vs HL: 17343+2062 vs HL+HS:
30141+1253, ng/dl,P <0,05, Figura 5C), triacilglicerol (C: 1,0+0,2 vs HL: 2,2+0,2 vs
HL+HS: 2,2+0,2, mmol/L, P <0,05 , Figura 5C), &cidos graxos livres nao-
estereficados (NEFA) (C: 0,2+0,1 vs HL: 0,7+0,1 vs HL+HS: 0,7+0,1, mmol/L,
P<0,05, Figura 5C), sem altera¢cGes na resistina (C: 4232+626 vs HL: 4177+841 vs
HL+HS: 4180+ 378, ng/ml, P<0,05, Figura 5C) ou interleucina-6 (IL- 6) (C: 22+4 vs
HL: 2144 vs HL+HS: 15+3, ng/ml, P<0,05, Figura 5C). Apenas os camundongos C e
HL desenvolveram um aumento dos niveis de insulina no periodo poés-prandial (C:
21794216 vs HL: 2207+420 vs HL+HS: 1093361, pmol/L, P<0,05, Figura 5C).
Assim, a dieta HL levou a alteracdes na bioquimica plasmatica e alteracdes
metabdlicas, caracteristicas tipicas observadas na obesidade ja com 8 semanas de

ingestao de dieta hiperlipidica.
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Figura 5 - Parametros metabdlicos nos camundongos que receberam dieta hiperlipidica por 8 semanas. (A)
Valores de glicemia (mg/dl) durante o teste de tolerancia a glicose. Area abaixo da curva dos graficos
representados em A. Niveis de glicemia basais no dia do GTT, (B) Insulina plasmatica no jejum e (C) Parametros
metabdlicos plasmaticos. * P< 0,05 vs C, P<0,05 + vs HL. ANOVA-1 via e pds-teste de Newman-Keuls. N = 8-24

animais por grupo.
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N&o houve diferenca entre os HL8 e HL15 quanto a intolerancia a glicose
(HL15: 5973743141 vs HL8: 57762+1474, u.a., Figuras 5A e 6) e a glicemia basal
(HL15: 245,8+8,8 vs HL8: 257,9+12,5 mg/dL, Figuras 5C e 6).
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Figura 6 - Parametros metabdlicos nos camundongos que receberam dieta por 15 semanas. Valores da
glicemia (mg/dl) durante o teste de tolerancia a glicose. Area abaixo da curva dos graficos. Niveis de glicemia
basais no dia do GTT. * P< 0,05 vs C, + P<0,05 vs HL. ANOVA-1 via e pds-teste de Newman-Keuls. N = 11-19
animais por grupo.
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4.2 Parametros cardiovasculares e indice da atividade do sistema nervoso
autbnomo

ApGs a realizacdo do GTT foram respeitados trés dias de intervalo antes da
cirurgia de cateterizacdo da artéria femoral. Apds um dia de recuperacao da cirurgia,
os dados hemodinamicos foram registrados. Nos camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica houve dois fendtipos distintos de presséo arterial que podem ser
observados nas Figuras 7 e 8A e evidenciados pelos dois picos na frequéncia de
distribuicdo nas Figuras 8E e 8F: 1) obesos hipertensos (HL-H), tratando-se dos que
desenvolveram um aumento de presséao arterial média (PAM>106,6 mmHg, n=10) e;
2) obesos resistentes a hipertensdo (HL-R, PAM<106,6 mmHg, n=5, C8: 98+4 vs
HL-R8: 97+3 vs HL-H: 11943, mmHg). Por sua vez os animais que receberam dieta

HL+HS ndo desenvolveram hipertensdo apdés 8 semanas de dieta (Figuras 7 e 8A).

~ ...  Controle HL-R L-H HL+HS
o
L 140
::: 120 -
f o ~ ~
< 80
o
0 -
w0
~
B0 140
L3
s 120 o B T
é ':- S i e gt e «WM e P st
% w-
& 4
- $00—
a T o i
& wo gl .
@ el mmw«
o) Ty

Figura 7 - Pressdo arterial e frequéncia cardiaca em animais alimentados com dieta controle Nuvilab®, dieta
hiperlipidica ou dieta hiperlipidica associada a sacarose por 8 semanas. Tracados representativos da pressdo
pulsatil, pressdo arterial média e frequéncia cardiaca em animais C, HL e HL+HS.Camundongos C57BL/6J J
alimentados com dieta Nuvilab® (C), dieta hiperlipidica (HL), classificados em obesos hipertensos (HL-H) e
obesos resistentes a hipertensdo (HL-R) e dieta hiperlipidica associada a sacarose (20% na agua, HL+HS) ao final
das 8 semanas de dieta.
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Figura 8 - Pressdo arterial e frequéncia cardiaca em animais alimentados com dieta controle Nuvilab®, dieta
hiperlipidica ou dieta hiperlipidica associada a sacarose por 8 semanas. Camundongos C57BL/6J alimentados
com dieta Nuvilab® (C), dieta hiperlipidica (HL), classificados em obesos hipertensos (HL-H) e obesos resistentes
a hipertensdo (HL-R) e dieta hiperlipidica associada a sacarose (20% na dgua, HL+HS) ao final das 8 semanas de
dieta. (A) Pressao arterial média (PAM), (B) frequéncia cardiaca (FC), (C) pressao arterial sistdlica (PAS), (D)
pressdo arterial diastélica (PAD) basais de animais acordados, (E) Distribuicdo dos valores de PAM em cada
grupo. A linha pontilhada vermelha representa o valor critico que determina hipertensdo arterial de acordo
com a frequéncia de distribuicdo, (F) Histograma de frequéncia de distribuicdo dos valores da PAM nos
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. *P<0,05 vs C, + P<0,05 vs grupo indicado. ANOVA-1 via e
pds-teste de Newman-Keuls. N=8-15 animais/ grupo.
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Interessante notar que a hipertensdo secundaria nesse modelo é tempo-
dependente. Isso porque, houve maior prevaléncia de hipertensdo nos animais que
ingeriram dieta hiperlipidica por 15 semanas de dieta hiperlipidica, HL-H15 (68%
119+3 mmHg, n=11, Figura 9E) quando comparados aos animais HL-H8 (33%,
119+3 mmHg, n=10, Figura 8E). Apds 15 semanas de dieta hiperlipidica associada a
sacarose, alguns animais HL+HS desenvolveram hipertenséo (50%, Figura 9E), mas
em menor porcentagem que os HL15. O aumento de PAM tanto nos HL-H8 como
em HL-H15 é reflexo da pressdo arterial sistélica (PAS) e da pressao arterial
diastélica (PAD) aumentadas (Figuras 8C, 8D, 9C e 9D). Nado houve diferencas
significativas entre os grupos com relacdo a frequéncia cardiaca (C8: 599+18, HL8-
R: 615+38, HL8-H: 631+19, HL15-R: 565159, HL15-H: 554425, bpm, P>0,05, Figura
8B e 9B).
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Figura 9 - Pressdo arterial e frequéncia cardiaca em animais alimentados com dieta controle Nuvilab®, dieta
hiperlipidica ou dieta hiperlipidica associada a sacarose por 15 semanas. Camundongos C57BL/6J alimentados
com dieta Nuvilab® (C), dieta hiperlipidica (HL), classificados em obesos hipertensos (HL-H) e obesos resistentes
a hipertensdo (HL-R) e dieta hiperlipidica associada a sacarose (20% na agua, HL+HS) ao final das 15 semanas
de dieta. (A) Pressao arterial média (PAM), (B) frequéncia cardiaca (FC), (C) pressao arterial sistdlica (PAS), (D)
pressdo arterial diastélica (PAD) basais de animais acordados, (E) Distribuicdo dos valores de PAM em cada
grupo. A linha pontilhada vermelha representa o valor critico que determina hipertensdo arterial de acordo
com a frequéncia de distribuicdo, (F) Histograma de frequéncia de distribuicdo dos valores da PAM nos
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. *P<0,05 vs C, + P<0,05 vs grupo indicado. ANOVA-1 via e
pds-teste de Newman-Keuls. N=5-10 animais/ grupo.
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A seguir, realizamos a analise da variabilidade e analise espectral da pressao
arterial e intervalo de pulso dos registros com diferencial de pulso entre presséo
sistélica e diastdlica maior que 20 mmHg para garantir maior confiabilidade aos
resultados. Utilizamos os mesmos trechos dos registros utilizados para as analises
de PAM e FC.

A ingestdo de dieta hiperlipidica por 8 ou 15 semanas levou a aumento da
variabilidade da presséao arterial sistdlica (SDNN, Figuras 10A, 10B, 10C e 11A) e do
intervalo de pulso (RMSSD, Figuras 10G, 10H, 10l e 11E) nos animais hipertensos.
O aumento da variabilidade da pressdo arterial sistdlica nos animais HL-H foi
acompanhado de aumento nos componentes VLF, indice da acdo hormonal e do
ciclo circadiano na pressao arterial (Figuras 10D e 11B) e LF que é um indice da
acdo do sistema nervoso simpatico nos vasos regulando a presséao arterial (Figuras
10E e 11C).

HL-H8 e HL-H15 apresentaram aumento na variabilidade do intervalo de
pulso (Figuras 10G, 10H, 10l e 11E) acompanhado por aumento do simpatico
cardiaco (LF, Figuras 10J e 11F) e aumento do parassimpéatico cardiaco (HF,
Figuras 10L e 11G) resultando em aumento no indice de equilibrio simpato-vagal
para o coracdo (LF/HF, Figuras 10M e 11H). Os animais HL-R, resistentes a
hipertensdo apds a ingestdo por 8 semanas de dieta hiperlipidica também
apresentaram aumento no indice de equilibrio simpato-vagal, porém em menor
magnitude que nao apareceu no grupo HL-R15 (Figuras 10M e 11H).

Por sua vez, o grupo HL+HS, apdés 8 ou 15 semanas de dieta, teve um
aumento da variabilidade da pressao arterial sistélica (Figuras 10C e 11A) devido ao
aumento do componente HF em relacdo aos animais C (Figuras 10F e 11D) que
esta associado a atividade respiratoria (PARATI et al., 1995).

Apenas ap0s 15 semanas 0s animais que receberam dieta hiperlipidica
associada a sacarose tiveram um aumento da variabilidade do intervalo de pulso
(Figuras 10l e 11E) e do indice de equilibrio simpato-vagal para o coracao (Figuras
10M e 11H). Isso aconteceu porque sO apenas apos 15 semanas de dieta
hiperlipidica associada a sacarose houve nesses animais um aumento no
componente LF do intervalo de pulso, um indice da atividade simpatica cardiaca
(Figuras 10J e 11F). Essa observagdo estd associada a observacdo que apenas

apos 15 semanas alguns HL+HS tornaram-se hipertensos (Figuras 8E e 9E).
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Figura 10 - Analise espectral da variabilidade da pressdo arterial sistdlica (PAS) e do intervalo de pulso (IP) de
animais que receberam dieta durante 8 semanas. Analise espectral da pressao arterial sistélica e intervalo de
pulso de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta controle Nuvilab® (C), hiperlipidica (HL) ou
hiperlipidica associada a sacarose 20% na dgua (HL+HS) ao final de 8 semanas. (A) tragados representativos da
PAS mostrando a variabilidade em um animal HL-R e um animal HL-H, (B) espectro representativo da
variabilidade da PAS em um animal HL-R e um animal HL-H, (C) analise da variabilidade total da PAS pelo desvio
padrdo de valores sucessivos de PA (SDNN), (D) componente de muito baixa frequéncia da PAS (VLF), (E)
componente de baixa frequéncia (LF) da PAS, (F) componente de alta frequéncia (HF) da PAS, (G) tracados
representativos do IP mostrando a variabilidade em um animal HL-R e um animal HL-H, (H) espectro
representativo da variabilidade do IP em um animal HL-R e um animal HL-H, (1) analise da variabilidade total do
IP pela raiz quadrada da média da soma dos quadrados das diferengas entre sucessivos valores de IP (RMSSD),
(J) componente de baixa frequéncia (LF) do IP, (L) componente de alta frequéncia (HF) do IP e (M) indice LF/HF
do intervalo de pulso. ANOVA-1 via e pds-teste de Newman-Keuls. N= C (n=8), HL-R (n=15) and HL-H (n=9),
HL+HS (n=11).
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Figura 11 - Anadlise espectral da variabilidade da pressdo arterial sistélica (PAS) e do intervalo de pulso (IP) de
animais que receberam dieta durante 15 semanas. Analise espectral da pressdo arterial sistélica e intervalo de
pulso de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta controle Nuvilab® (C), hiperlipidica (HL) ou
hiperlipidica associada a sacarose 20% na agua (HL+HS) ao final de 15 semanas. (A) analise da variabilidade
total da PAS pelo desvio padrdo de valores sucessivos de PA (SDNN), (B) componente de muito baixa
frequéncia da PAS (VLF), (C) componente de baixa frequéncia (LF) da PAS, (D) componente de alta frequéncia
(HF) da PAS, (E) andlise da variabilidade total do IP pela raiz quadrada da média da soma dos quadrados das
diferengas entre sucessivos valores de IP (RMSSD), (F) componente de baixa frequéncia (LF) do IP, (G)
componente de alta frequéncia (HF) do IP e (H) indice LF/HF do intervalo de pulso. ANOVA-1 via e pds-teste de
Newman-Keuls. N= C (n=7), HL-R (n=5) and HL-H (n=10), HL+HS (n=8).
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4.3 Medida dos niveis de RNA mensageiro por PCR quantitativo em tempo real
(gPCR) de neuropeptideos no hipotalamo e tronco-encefalico

A metodologia de gPCR foi utilizada para estudar a expressdao génica de
diversos neurotransmissores envolvidos com o controle alimentar e equilibrio
energeético, citocinas, quimiocinas e fatores inflamatorios e antinflamatérios, e suas
possiveis alteracdes em decorréncia da alimentacdo hiperlipidica. Em seguida,
foram feitas correlacbes entre a expressdo génica destes e 0s parametros
hemodinamicos de cada animal.

O gene de referéncia escolhido foi o 36B4 por apresentar a menor variagao
dentre os genes testados diante da dieta hiperlipidica tanto no hipotalamo (C8:
1,00+0,14 vs HL8: 0,97+0,12, Figura 12) como no tronco-encefélico (1,00+0,07 vs
1,00+0,06, Figura 13).

A dieta hiperlipidica por 8 semanas aumentou os niveis de RNAm de CART
apenas no hipotdlamo de HL-H em comparacdo aos animais C e HL-R (C: 1,0£0,1
vs HL-R: 4,0£1,5 vs HL-H: 7,8+1,2, n=4-7, P<0,05, Figura 12), mas ndo no tronco
encefélico (C: 1,0+0,0 vs HL-R: 1,0£0,1 vs HL-H: 1,0£0,2, u.a., P>0,05, Figura 13).
Por outro lado, o grupo HL+HS né&o apresentou alteragcbes no RNAm de CART no
hipotalamo (HL+HS: 0,8+0,1 u.a., Figura 12) ou no tronco encefalico (HL+HS:
0,940,1 u.a., Figura 13) comparado ao grupo C.

Houve aumento na expresséo génica de POMC no hipotalamo no grupo HL-R
em comparacdo com o grupo C (Figura 12). Além disso, houve diminuicdo da
expressao génica de AgRP no grupo HL+HS em comparacdo ao grupo C (Figura
12). Apesar dessas alteracdes, s6 o CART foi escolhido para ser estudado nos
proximos experimentos. Isso porque ele foi o Unico neuropeptideo que teve alteracao
da expressao génica diferenciada no grupo HL-H em comparacéao ao grupo C e HL-
R (Figura 12).



61

Hipotalamo

cOcC
O] HL-R

*
= B HL-H
* HL+HS
[[E

x A O K A
O & &L

Expresséao relativa
o I\lJ w b

Figura 12 - Expressao génica de neuropeptideos hipotalamicos em camundongos C57BL/6J alimentados por 8
semanas com dieta controle (C), dieta hiperlipidica resistentes a hipertensdo (HL-R), dieta hiperlipidica
hipertensos (HL-H) ou dieta hiperlipidica associada a sacarose (HL+HS). Expressdo do gene de referéncia 36B4,
transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART), pro-opiomelanocortina (POMC), peptideo relacionada ao
agouti (AgRP) e neuropeptideo Y (NPY). *P<0,05 vs C. +P<0,05 vs grupo indicado. ANOVA-1 via e pds-teste de
Newman-Keuls.
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Figura 13 - Expressdo génica de neuropeptideos no tronco encefilico em camundongos C57BL/6J
alimentados por 8 semanas com dieta controle (C), dieta hiperlipidica resistentes a hipertensao (HL-R), dieta
hiperlipidica hipertensos (HL-H) ou dieta hiperlipidica associada a sacarose (HL+HS). Expressdo do gene de
referéncia 36B4, transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART), pro-opiomelanocortina (POMC),
peptideo relacionada ao agouti (AgRP) e neuropeptideo Y (NPY). *P<0,05 vs C. +P<0,05 vs grupo indicado.
ANOVA-1 via e pds-teste de Newman-Keuls.
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4.4 Identificacdo dos neurénios CART-positivos por Imunohistoquimica

Como a expressao génica de CART foi maior no hipotdlamo de camundongos
gue receberam dieta hiperlipidica e eram hipertensos HL-H (Figura 12), em seguida
foi realizada a analise imunohistoquimica dos nucleos do hipotalamo para identificar
a localizacdo os neurdnios CART-positivos e correlaciona-los com as alteragdes na
expressao génica, na pressao arterial e no sistema nervoso auténomo. A Figura 14
mostra que a dieta HL por 8 semanas aumentou o niumero de neurénios CART-
positivos no DMH (HL: 342+32 vs C: 156+4, P <0,05, Figura 14A e 14C), mas nao
em outras areas hipotalamicas, tais como ARC (Figura 15A), PVN (Figura 15B) e
LHA (Figura 15C). Além disso, ndo houve alteracdo na imunorreatividade ao CART
em nucleos do tronco-encefalico, como por exemplo, o NTS (Figura 15D). Por outro
lado, no grupo HL+HS foi observado um aumento no nimero total de neurbénios no

DMH, porém de menor magnitude que no grupo HL (HL+HS: 204+10, Figura 14C).



64

B Distribuicdo Rostrocaudal DMH C
+ Neurénios CART* DMH
. > .
g 10 oc 6 400 *
S ® HL 0 £
8 & HL+HS £ 5 300
O =
S 5 I 200;
> g %
[} i
> s 100
N N A s~ O
NN ORI SR S
) @ C HL
Nivel do bregma (mm) =

Figura 14 - Imunohistoquimica para CART no nticleo dorsomedial do hipotalamo. (A) Fotomicrografias em
campo claro de corpos celulares de neurbénios CART no nucleo dorsomedial do hipotdlamo (DMH) em
camundongos alimentados com dieta controle (C, painel da esquerda superior) e hiperlipidica (HL, painel da
direita superior e inferior) e hiperlipidica associada a sacarose (HL+HS, painel da esquerda inferior). (B)
distribuicdo rostro-caudal de neurbnios CART-positivos ao longo do DMH. (C) Média de neurdnios CART-
positivos por animal no DMH inteiro. Aumento de 10 x. ¥*P<0,05 vs C. +P<0,05 vs grupo indicado. ANOVA-1 via e
pés-teste de Newman-Keuls. N=4 a 5 animais/grupo. DMH: nicleo dorsomedial do hipotdlamo; f: fornix; 3V:
terceiro ventriculo.
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Figura 15 - Imunohistoquimica para CART em nucleos do hipotalamo e tronco encefalico. Fotomicrografias
em campo claro de neurdnios CART-positivos no nucleo arqueado (ARC) (A), nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) (B), rea hipotalamica lateral (LHA) (C) e nucleo do trato solitario (NTS) (D). Aumento de 10
x. N= 4-5 animais/grupo. ARC: nucleo arqueado; AP: drea postrema; CC: canal central; DMV: nicleo motor
dorsal do vago; f: fornix; LHA: area hipotalamica lateral; NTS: nucleo do trato solitario; PVN: nucleo
paraventricular do hipotdlamo; VMH: hipotdlamo ventromedial; 3V: terceiro ventriculo.

4.5 Correlacdes

Para melhor interpretacdo dos resultados analisamos as correlacbes e
regressoes lineares entre os dados hemodindmicos (pressao arterial, frequéncia
cardiaca e analise espectral) ou parametros metabodlicos quantificados (peso final,
glicemia basal, area abaixo do GTT e massa dos diversos tecidos periféricos) com
os niveis de RNAm de neuropeptideos que se apresentaram alterados com a dieta
hiperlipidica. Estdo representados na Figura 16 apenas os dados que apresentaram
correlacéo estatisticamente significativa.

A pressédo arterial sistélica apresentou correlacdo positiva com o0 RNAmM de
CART no hipotdlamo (y=-1,22+0,02x, r=0,60, P=0,03, Figura 16C), mas ndo no
tronco encefalico (y=0,58-0,01x, r=0,20, P=0,30, Figura 16D). Além disso, PAS e
PAM mostraram uma correlacdo positiva com o peso do tecido adiposo marrom
(PAM y=39,74-0,03x, r=0,60, P=0,02, n=11; PAS y=-0,19+0.01x, r=0,56, P=0,02,
n=11, Figura 16A e B) um tecido envolvido na termogénese.
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Figura 16 - Estudo das correlacoes e regressoes lineares entre parametros cardiovasculares, metabdlicos e
expressao génica dos neuropeptideos dos animais submetidos a dieta hiperlipidica por 8 semanas. (A)
correlacdo entre a pressdo arterial média e massa do tecido adiposo marrom, (B) correlagdo entre a pressao
arterial sistolica e massa do tecido adiposo marrom, (C) correlacdo entre a pressdo arterial sistdlica e RNAm de
CART no hipotalamo, (D) correlagdo entre a pressdo arterial sistdlica e RNAm de CART no tronco-encefalico.
Correlagdo de Pearson seguida de regressao linear. #P<0,05. N=9-13 com camundongos de todos os grupos.

4.6 Medida dos niveis de RNA mensageiro de citocinas e quimiocinas no
hipotalamo e tronco-encefélico por qPCR

Em um segundo conjunto de experimentos foi feito também o rastreamento
por gPCR de potenciais citocinas, quimiocinas, fatores inflamatorios e
antiinflamatdrios que poderiam estar alterados neste modelo de dieta hiperlipidica. A
intencdo foi estudar a diferenca na expressao génica de fatores inflamatoérios e
antinflamatoérios entre os camundongos HL-R (obesos resistentes a hipertensao) e

HL-H (obesos hipertensos).

Dos genes relacionados a inflamacdo avaliados no hipotalamo, apenas a
expresséo génica de CCL5 apresentou aumento nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica (C8: 1,00+0,11 vs HL8: 1,51+0,28, P=0,09, Figura 17B). Esse aumento

€ correlacionado positivamente com o LF da presséo arterial sistélica, ou seja, o
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simpético para os vasos (y=0,21x-0,26, r=0,62, P=0,008, Figura 17C). Os demais
genes estudados: IL-1B, TNF, MCP1, COX1, COX2 e iNOS néo tiveram alteragao
entre os grupos C, HL e HL+HS no hipotalamo (Figura 18).

Podemos observar na Figura 19A no tronco-encefalico que houve um
aumento da molécula co-estimulatéria CD-86, expressa na superficie das células
apresentadoras de antigeno incluindo macréfagos/microglia inflamatérias M1 e
células dendriticas, dos camundongos que ingeriram dieta hiperlipidica
(C8:1,00+0,07 vs. HL8: 1,28+0,16, P=0,09, Figura 19A). Além disso, CD86 esta
negativamente correlacionada com a variabilidade da pressao arterial sistélica (y=-
0,26x+2,01, r=-0,79, P=0,005) e com o indice LF/HF (y=-0,27x+1,61, r=-0,56,
P=0,06). As demais citocinas estudadas no tronco-encefélico, IL-1B e TNF, néo

foram alteradas pela dieta HL ou HL+HS (Figura 19B).
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Figura 17 - Valores da expressdo génica CCL5 no hipotalamo de camundongos C57BL/6J alimentados com
dieta controle ou dieta hiperlipidica por 8 semanas e sua correlagio com dados hemodinamicos. Expressao
no hipotalamo do gene de referéncia 36B4 (A) e quimiocina-C-C-ligante-5 (CCL5) (B) e sua correlagdo com o LF
da pressdo arterial sistélica (C). Em A e B, Teste-t ndo pareado unicaudal. ¥*P<0,05 vs C. Em C, correlagdo de
Pearson seguida de regressao linear. #P<0,05.
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Figura 18 - Valores da expressao génica de citocinas, quimiocinas e outros fatores relacionados a inflamagao
no hipotalamo de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta controle ou dieta hiperlipidica por 8
semanas. (A) interleucina-1B (IL-1B), (B) fator de necrose tumoral (TNF), (C) proteina quimiotatica de
mondcitos 1 (MCP-1), (D) ciclooxigenase-1 (COX-1), (E) ciclooxigenase-2 (COX-2) e (F) dxido nitrico sintase
indutivel (iNOS) no hipotalamo. *P<0,05 vs C. ANOVA-1 via e pds-teste de Newman-Keuls.
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Figura 19 - Valores de expressao génica de citocinas, quimiocinas e outros fatores relacionados a inflamagao
no tronco encefalico de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta controle ou dieta hiperlipidica por 8
semanas. (A) Expressdo do gene de referéncia 36B4 e molécula co-estimulatéria 86 (CD86) e correlagdo da
expressdao génica de CD86 dos animais que receberam dieta hiperlipidica com a variabilidade da pressdo
arterial sistélica e LF/HF (B) interleucina-1pB (IL-1B) e fator de necrose tumoral (TNF). *P<0,05 vs C. ANOVA-1 via
e pos-teste de Newman-Keuls. Em A, correlagdo de Pearson seguida de regressao linear. #P<0,05.

4.7 Concentragdo da microglia

A Figura 20 apresenta os resultados obtidos através da técnica de
Imunoperoxidase para identificar a proteina adaptadora ligante de calcio ionizado-1
(Iba-1), um marcador estrutural de microglia/macrofagos. O objetivo deste
experimento foi investigar se a densidade microglial difere entre os nucleos
estudados. A regido de interesse estudada foi 0 nucleo do trato solitario (NTS) face a
alteracdo da expressdo génica do CD86 no tronco encefalico (Figura 19A). Através
do método de esqueletonizacdo podemos observar que nos animais alimentados
com dieta hiperlipidica ha uma maior densidade de células Iba* na porcéo caudal do
NTS (NTS HLS8: 329,7, Figura 20, painel superior) que nado foi observada nos
camundongos alimentado com dieta HL+HS (NTS HL+HS8: 200,3, Figura 20, painel
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inferior) comparada a outra regido do mesmo corte (HL: 162,1 e HL+HS: 142,1,
Figura 20) sugerindo que a microglia pode se concentrar apés ingestdo de dieta

hiperlipidica em areas envolvidas com controle autbnomo no grupo HL.
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Figura 20 - Estudos de Imunohistoquimica. Fotomicrografias em campo claro da regido do nucleo do trato
solitdrio (NTS) caudal de animais que receberam dieta hiperlipidica (HL, PAINEL SUPERIOR) ou dieta
hiperlipidica associada a sacarose (HL+HS, PAINEL INFERIOR) durante 8 semanas mostrando células
imunomarcadas para lba, imagem bindria e esqueletonizacdo. O retangulo pontilhado em branco nas
fotomicrografias no nivel superior foi ampliado da regido do NTS e o retangulo inferior corresponde a uma
ampliacdo de outra regido do tronco encefalico no mesmo corte usadas para comparar a densidade da
microglia. Aumento de 10 x. NTS: Nucleo do Trato Solitario
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4.8 Os animais transgénicos Myd88'°*NestinCre** desenvolveram obesidade e
intolerancia a glicose quando submetidos a dieta hiperlipidica

Foram realizados experimentos com camundongos da linhagem transgénica
Myd88'*Nestin®e** (Cre-pos) com delecdo seletiva apenas em neurdnios e células
da glia da via inflamatdria TLR-NF-kB e seus controles Myd88'°*Nestin®"¢’- (Cre-neg)
alimentados por 15 semanas com dieta hiperlipidica. Foi comprovada a transcricao
do gene Cre e lox, responsaveis pela delecdo do gene Cre, nesses animais através
de experimentos de genotipagem em gel de eletroforese (Figura 21A). Foi
observado que tanto os animais Cre-pos, com a delecdo, como seus controles Cre-
neg, sem a delecdo, desenvolveram obesidade (Figura 21B) e intolerancia a glicose

(Figura 21C) depois da ingestéo de dieta hiperlipidica por 15 semanas.
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Figura 21 - Parametros metabdlicos em camundongos transgénicos Myd88loxNestinCre+/+ com delec¢do de
uma proteina na via inflamatéria do receptor toll-like em neurdnios e glia que receberam dieta por 15
semanas. (A) Gel de eletroforese de genotipagem comprovando a transcricdo do gene lox e Cre nos animais
utilizados no experimento, (B) Peso ao longo das 15 semanas e (C) Valores da glicemia (mg/dl) durante o teste
de tolerancia a glicose ao final das 15 semanas em camundongos Cre-pos e seus controles Cre-neg. * P< 0,05
vs C, + P<0,05 vs HL. ANOVA-1 via e pds-teste de Newman-Keuls. N = 13-19 animais por grupo.
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4.9 Os animais transgénicos Myd88'°*NestinCre** n&o desenvolveram
hipertensdo secundaria a obesidade

Os dados apresentados a seguir confirmaram nossa hipdtese de que a
inflamacdo no sistema nervoso central € essencial para o desenvolvimento de
hipertensdo secundaria a obesidade. Os animais Myd88'°Nestin®** que possuem
delecao seletiva em neurdnios e glia da via inflamatoria desencadeada por TLR nao
desenvolveram hipertensdo apés serem alimentados por 15 semanas com dieta
hiperlipidica como os C57BL/6J (C:98,3+2,4 vs HL-H15:118,7+2,6 vs Cre-pos HL:
96,8+3,3 mmHg, Figura 22A). Além disso, os animais apresentaram PAS (Figura
22C) e PAD (Figura 22D) em niveis de normotensdo mesmo apés 15 semanas de

dieta hiperlipidica.
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Figura 22 - Pressdo arterial e frequéncia cardiaca em animais transgénicos Myd88'**NestinCre*/* alimentados
com dieta hiperlipidica por 15 semanas em comparagdo com seus respectivos controles Myd88'“*NestinCre”
e animais alimentados com dieta controle Nuvilab®, dieta hiperlipidica ou dieta hiperlipidica associada a
sacarose por 15 semanas. (A) Pressdo arterial média (PAM), (B) frequéncia cardiaca (FC), (C) pressdo arterial
sistélica (PAS) e (D) pressdo arterial diastdlica (PAD) basais de animais acordados. (E) Distribuicdo dos valores
de pressdo arterial média (PAM) em cada grupo. A linha pontilhada vermelha representa o valor critico que
determina hipertensdo arterial. *P<0,05 vs C, + P<0,05 vs grupo indicado. ANOVA-1 via e pods-teste de

Newman-Keuls. N=6-16 animais/ grupo.
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4.10 Animais transgénicos Myd88loxNestinCre+/+ submetidos a dieta
hiperlipidica ndo apresentaram disfuncdo autonémica

A delecéo seletiva em neur6nios e glia da via inflamatoria desencadeada por
TLR também é capaz de alterar a resposta do sistema nervoso autbnomo a dieta
hiperlipidica. Os animais Cre-pos HL, comparados a seus controles Cre-neg HL e
HL-H15, ndo apresentaram aumento da variabilidade da pressao arterial sistolica
(Figura 23A), nem do LF da pressao arterial sistolica (Figura 23B). Além disso, a
delecdo seletiva da via TLR-NF-kB em neurdnios e células da glia fez com que
esses animais nao tivessem aumento da variabilidade do intervalo de pulso (Figura
23D) nem do indice de equilibrio simpato-vagal para o coracdo apds 15 semanas de

dieta hiperlipidica (Figura 23E).
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Figura 23 - Andlise espectral da variabilidade da pressao arterial sistélica e do intervalo de pulso de animais
em animais transgénicos Myd88loxNestinCre+/+ alimentados com dieta hiperlipidica por 15 semanas em
comparagdo com seus respectivos controles Myd88loxNestinCre-/- e animais alimentados com dieta controle
Nuvilab®, dieta hiperlipidica ou dieta hiperlipidica associada a sacarose por 15 semanas. Analise espectral da
pressdo arterial sistélica e intervalo de pulso de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta controle
Nuvilab® (C), hiperlipidica (HL) ou hiperlipidica associada a sacarose 20% na dagua (HL+HS) ao final de 8
semanas. (A) Andlise da variabilidade total da PAS pelo desvio padrdo de valores sucessivos de PA (SDNN), (B)
componente de baixa frequéncia (LF) da PAS, (C) componente de alta frequéncia (HF) da PAS, (D) analise da
variabilidade total do IP pela raiz quadrada da média da soma dos quadrados das diferengas entre sucessivos
valores de IP (RMSSD), (E) indice LF/HF do intervalo de pulso. ANOVA-1 via e pds-teste de Newman-Keuls. *
P<0,05 vs C, + P<0,05 vs grupo indicado. N=6-16 animais/ grupo.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho investigou-se se a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica e dieta hiperlipidica associada a sacarose esta relacionada a
hipertensao arterial, disfuncdo autondmica e alteracdes de neuropeptideos e fatores
inflamatdérios no hipotalamo e tronco cerebral. Para isso, foi realizada em
camundongos C57BL6J e transgénicos Myd88'°Nestin®® a cateterizacdo da artéria
femoral para posterior registro e analise da pressao arterial média, frequéncia
cardiaca e analise espectral. Em seguida, foram realizados experimentos de qPCR e
Imunohistoquimica para relacionar alteragdes nos neuropeptideos e fatores
inflamatérios no hipotdlamo e tronco cerebral com as alteragdes funcionais. Os
resultados apresentados na presente tese foram que:

1) a ingestdo de dieta hiperlipidica por 8 ou 15 semanas foi suficiente para
promover um quadro metabdlico de obesidade;

2) uma porcentagem dos camundongos submetidos a dieta HL néo
desenvolveu hipertensédo e outra sim. Além disso, esta prevaléncia de hipertensao
foi tempo-dependente, ou seja, os camundongos que ingeriram dieta HL por 15
semanas possuiam maior prevaléncia de hipertensdo arterial que os animais que
ingeriram por 8 semanas;

3) a hipertensédo nos HL-H foi acompanhada de aumento da variabilidade da
pressdo arterial sistélica e do intervalo de pulso e dos componentes VLF e LF da
pressao arterial sistélica e LF, HF e LF/HF do intervalo de pulso cardiaco;

6) os camundongos que receberam dieta hiperlipidica hipertensos
apresentaram aumento na expressao génica de CART no hipotalamo;

7) o aumento do RNAmM para CART no hipotalamo de animais hipertensos
submetidos a dieta hiperlipidica foi confirmado pela imunomarcacdo deste
neuropeptideo no nacleo dorsomedial do hipotalamo;

8) houve forte correlacdo entre os dados hemodinamicos alterados pela dieta
hiperlipidica com a expressao génica de CART no hipotalamo;

9) a dieta hiperlipidica aumentou a expresséo génica de CCL5 no hipotalamo
gue correlacionou-se positivamente ao componente LF da variabilidade da presséo

arterial sistélica;
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10) a dieta hiperlipidica aumentou CD86 no tronco encefalico que
correlacionou-se negativamente a variabilidade da pressao arterial sistdlica e ao
indice de equilibrio simpato-vagal LF/HF;

11) os camundongos alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram maior
densidade de microglia no NTS caudal,

12) os animais transgénicos Myd88'°*Nestin®** que possuem delecéo
seletiva em neurénios e glia da via inflamatéria TLR- NF-kB apds serem alimentados
por 15 semanas com dieta hiperlipidica n&o desenvolveram hipertensdo nem
disfungdo no sistema nervoso autdbnomo, apesar de apresentarem um quadro
metabdlico de obesidade;

13) os camundongos HL+HS apds oito semanas de exposi¢cdo a dieta nao
desenvolveram: hipertensao, alteracbes na analise espectral, aumento de CART,
CCL5, CD86 ou densidade de microglia no NTS comparados ao grupo controle.
Apenas 50% dos HL+HS apds 15 semanas de exposicdo a dieta desenvolveram
hipertenséo arterial acompanhada de aumento da variabilidade do intervalo de pulso

e do indice LF/HF pelo aumento do componente LF.

5. 1 Padronizacdo do modelo animal experimental de obesidade

A ingestdo de dieta hiperlipidica por camundongos é conhecida por produzir
alteracdes bioquimicas e metabdlicas que sdo comumente encontradas na
obesidade humana (BUETTNER et al., 2007). Por isso, a ingestdo de dieta
hiperlipidica vem sendo amplamente utilizada por diversos grupos de pesquisa como
modelo para o estudo de obesidade associada a outras co-morbidades (AUVINEN et
al., 2012, BOUSTANY et al., 2004, BRADLEY, et al., 2008; DOBRIAN, 2000;
PURKAYASTHA, et al.,, 2011). Diversos estudos tém mostrado que a dieta
hiperlipidica rica em &cidos graxos é eficaz em desenvolver a obesidade em
camundongos (AUVINEN et al., 2012; BRADLEY et al., 2008), porém ndo em ratos
(BOUSTANY et al., 2004; DOBRIAN, 2000).

E importante mencionar que foi adotada como controle a dieta Nuvilab® isso
porque essa dieta manteve a massa muscular do gastrocnémio ao longo dos

protocolo ao contrario da controle balanceada.
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Estudos mostraram que o consumo de bebidas com alto nivel de acucar,
como os refrigerantes, esta relacionado ao desenvolvimento de obesidade levando a
inflamacao, resisténcia a insulina e prejuizo na fungao das células B do pancreas em
humanos (LIU, et al., 2002; SCHULZE et al., 2004, PRADHAN et al., 2001). Para
mimetizar o consumo de dieta rica em gordura animal e bebidas com alto nivel de
acucar foi utilizado no presente estudo o modelo de dieta hiperlipidica associada a
sacarose.

A exposicdo do animal a HL ou HL+HS durante 8 semanas induziu
caracteristicas metabdlicas importantes da obesidade como: aumento de peso
corporal, aumento de adiposidade, intolerancia a glicose severa, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, hiperleptinemia, aumento de triacilglicerol e aumento de acidos
graxos nao-esterificados. Isso demosntra que 8 semanas foram um tempo suficiente,
neste modelo experimental, para promover as alteracdes metabdlicas tipicas da

obesidade e investigar mecanismos na hipertenséo secundaria a obesidade.

5. 2 Alteracbes na pressdo arterial no modelo animal experimental de
obesidade

Um avancgo importante deste estudo em relagcdo aos estudos anteriores sobre
pressao arterial, frequéncia cardiaca e atividade simpato-vagal de camundongos
obesos é que os registros foram feitos em camundongos acordados e com livre
movimentacdo. Em experimentos sem o uso de anestésicos evita-se a influéncia
destes na neurotransmissdo de nucleos encefélicos que controlam a atividade do
sistema nervoso autdbnomo e consequentemente o0s niveis de pressdo arterial
(HOLSCHER et al., 2008).

Além da manutencdo da massa muscular, outro motivo para usar como
controle a dieta Nuvilab®, foi a observacdo de que alguns camundongos
alimentados com dieta controle balanceada apresentaram hipertensdo (dados nao
mostrados). Ademais 0s niveis de pressdo arterial média dos camundongos
alimentados com a dieta Nuvilab® estavam mais proximos de dados de pressao
arterial ja descritos anteriormente para camundongos normotensos (PURKAYASTHA
et al., 2011). Uma hipotese para isso é o fato de que a dieta Nuvilab® possuia 4%
de lipideos enquanto a controle balanceada possuia 10%.

Alguns estudos mostraram que a ingestdo de dieta hiperlipidica promove
aumento da pressdo arterial (BOUSTANY et al., 2004; DOBRIAN, 2000;
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PURKAYASTHA et al., 2011; STOCKER et al.,, 2007) corroborando com nossos
resultados. Todavia, outros estudos evidenciaram que a dieta hiperlipidica ndo leva
ao aumento da pressao arterial (CHEN et al., 2010), sugerindo que a espécie animal
ou mesmo diferentes componentes da dieta hiperlipidica podem contribuir para o
desenvolvimento ou nao de hipertensdo. Assim, nossos dados mostrando
desenvolvimento de hipertensdo secundaria a ingestdo de dieta hiperlipidica
confirmam que a linhagem C57BL/6J e a dieta hiperlipidica utilizadas neste estudo
constituem um modelo experimental adequado para estudar a hipertenséo
secundaria a obesidade.

No presente trabalho foi observado que os camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica apresentaram dois fendtipos hemodinamicos: obesos hipertensos
ou obesos resistentes ao desenvolvimento da hipertensdo. Essa observagcédo é
interessante experimentalmente, pois permite comparando esses dois fendtipos
estudar as diferencas na expressdo g@énica e conteudo protéico de
neurotransmissores e fatores inflamatdrios nestes dois fenétipos e sugerir novos
mecanismos na hipertensdo secundaria a ingestéo de dieta hiperlipidica.

Foi observado que camundongos expostos a 15 semanas de dieta
hiperlipidica possuem maior prevaléncia de hipertensdo arterial e disfuncéo
autonbmica, ou seja, as alteracfes de pressdo e do sistema nervoso autbnomo séo
mais prevalentes com maior tempo de exposicdo a dieta. Isso demonstra que o
tempo de dieta € um fator critico para o desenvolvimento de hipertensdo e
alteracdes no equilibrio simpato-vagal, porém as alteracbes metabdlicas sdo mais
precoces que as alteracfes na pressao arterial e sistema nervoso auténomo.

Interessantemente, os camundongos HL+HS, ao contrario dos HL, embora
fossem mais pesados e intolerantes a glicose que os HL, ndo desenvolveram
hipertensdo ap6s 8 semanas de dieta e apresentaram menor prevaléncia de
hipertensdo que o grupo exposto a 15 semanas de dieta hiperlipidica somente. Uma
hipotese para isso seria a menor ingestdo de acidos graxos livres pelos HL+HS.
Como a sacarose é oferecida diluida na adgua aos camundongos HL+HS eles se
saciaram com maior facilidade e por consequéncia consumiram menos dieta
hiperlipidica que os camundongos HL. Estes dados destacam a importancia do
regime alimentar, ao invés da obesidade em si, no desenvolvimento de hipertensao.

Assim, nossos resultados sugerem que oS mecanismos pelos quais a obesidade
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aumenta a incidéncia de hipertensdo sejam desencadeados pelos acidos graxos
livres provenientes da dieta hiperlipidica rica em gordura animal. Este € um fato
interessante que merece ser investigado mais detalhadamente em outro estudo.

Os mecanismos que contribuem para o desenvolvimento de hipertenséo
induzida pela obesidade s&o multifatoriais e complexos. Diversos estudos indicam
gue mecanismos neurohumorais, renais e vasculares contribuem para a hipertensao
secundaria a obesidade em humanos e animais (BERGMAN et al., 2007; ESLER,
1995; GRASSI et al, 2004; HALL, 2003; HALL et al, 2010; REAVEN, 2002). No
presente trabalho, foi avaliado o equilibrio autonémico cardiovascular através da
analise espectral da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, uma importante
ferramenta ndo-invasiva, previamente validada em camundongos (THIREAU et al.,
2007). Nossos resultados indicam que a hipertenséo induzida pela dieta hiperlipidica
esta associada ao aumento dos componentes LF da PAS e LF do IP, que séo
indices da atividade do sistema nervoso simpatico vascular e cardiaco,
respectivamente (THIREAU et al., 2007). Nossos resultados diferem dos resultados
de outro estudo em que a hipertensdo estava associada ao aumento do LF do IP,
mas nao do LF da PAS (WILLIAMS et al., 2003) em camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica por 15 semanas. Esta discrepancia entre os estudos pode ser
devido a diferente dieta controle utilizada ou a idade dos camundongos. Foram
estudados na presente tese camundongos com 10 semanas de idade enquanto
WILLIAMS et al., 2003 estudou camundongos com 5 semanas de idade no inicio dos
protocolos.

A disfuncdo autonémica nos vasos e coracdo sugerida pela analise espectral
nos camundongos hipertensos que receberam dieta hiperlipidica é um resultado
importante, pois ja foi bem descrito que estes parametros estao correlacionados a
doencas em 6érgdos-alvo associadas a hipertensdo, como o0 acidente vascular
cerebral (PAL et al., 2013). Além disso, a hipertonia simpatica possui uma correlacao
direta com a morbidade e mortalidade de diversas doencas (FELDER, 2010;
FELDER et al., 2003; ZUCKER et al., 1995).

Algumas evidéncias da literatura cientifica corroboram com esta observacéo
de aumento da atividade do simpatico na obesidade. Dentre elas: 1) hipertonia
simpatica observada em obesos, especialmente para o territorio renal (VAZ et al.,

1997); 2) o bloqueio farmacologico da atividade adrenérgica diminui a pressao
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arterial em maior magnitude em obesos do que em sujeitos magros (WOFFORD et
al., 2001); 3) a denervacao renal diminui marcadamente a retencdo de sédio e a
hipertensdo em animais obesos (KASSAB et al.,, 1995) e 4) a administracdo ou
tratamento crénico com bloqueadores a e B- adrenérgicos ou clonidina, um farmaco
que estimula receptores a-2 adrenérgicos centrais e que reduz a atividade do SNS,
previnem a maior parte do aumento na pressao arterial em caes alimentados com
dieta hiperlipidica e em pacientes obesos hipertensos (HALL et al., 2010;
WOFFORD; HALL, 2004).

5.3 Papel do CART no DMH na hipertenséo e disfuncdo autonémica secundaria
a dieta hiperlipidica

Para investigar novos mecanismos pelos quais a ingestdo de dieta
hiperlipidica aumenta a incidéncia de hipertensdo e disfuncdo autonbmica, foi
realizado um rastreamento por gPCR de diversos neurotransmissores envolvidos
com o equilibrio energético (controle alimentar e gasto energético) e que poderiam
estar alterados na hipertensdo secundaria a ingestao de dieta hiperlipidica.

Nossos resultados revelaram que houve um aumento da expressao génica do
CART apenas no hipotdlamo de animais que receberam dieta hiperlipidica
hipertensos, sem alteracbes no tronco encefélico, e que se correlacionou
positivamente com os valores de pressao arterial sistdlica. Além disso, foi avaliado
em qual nacleo do hipotdlamo estaria ocorrendo esse aumento de neurénios CART-
positivos. Foi evidenciado pelos resultados que o aumento de neurdnios CART-
positivos pela dieta hiperlipidica ocorreu no DMH. Estes nossos achados sugerem
um papel do DMH também no controle a longo prazo do sistema cardiovascular visto
que a literatura enfatiza o papel agudo do DMH mediando, por exemplo, alteracdes e
respostas cardiovasculares no modelo de estresse (DIMICCO et al., 2002,
YARDLEY; HILTON, 1986; ZARETSKAIA et al.,, 2002). Neste sentido seria
interessante investigar como estes neurénios CART-positivos estariam participando
do controle cardiovascular, investigando suas acdes em areas de neurdnios pré-
simpaticos como, por exemplo, o RVLM, que contém neurdnios pré-simpaticos.

CART é um neuropeptideo envolvido em diferentes comportamentos e

processos, como recompensa, dependéncia quimica, alimentacdo, regulacdo de
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peso corporal, gasto energético e ativacdo do eixo hipotdlamo-hipoéfise-adrenal
durante o estresse (ROGGE et al., 2008).

Entre os diversos neuromoduladores envolvidos na ativacdo do SNS, um dos
mais estudados na obesidade ¢é a leptina, secretada por adipdcitos
proporcionalmente ao grau de adiposidade do individuo. Niveis elevados de leptina
poderiam explicar, pelo menos em parte, a hipertensdo induzida pela obesidade e
hiperatividade simpatica renal em humanos (EIKELIS et al., 2003; RAHMOUNI et al.,
2002) e camundongos (SIMONDS et al., 2014), sugerindo que a leptina possa atuar
como uma ligacdo entre o excesso de adiposidade e a hiperatividade simpatica
(RAHMOUNI et al., 2005). A leptina regula a homeostase de energia porque age
sobre os circuitos neuronais hipotalamicos reduzindo a ingestdo de calorias e
aumentando o gasto energético (FRIEDMAN, 2009).

Os seres humanos com mutagdes que causam perda de fungéo da leptina ou
dos seus receptores tém pressdo arterial reduzida, apesar de serem obesos
(SIMONDS et al, 2014). Foi recentemente demonstrado que a leptina aumenta a
presséo arterial em condi¢bes de obesidade induzida por dieta hiperlipidica, agindo
sobre os neurdnios do DMH (SIMONDS et al., 2014). O bloqueio da acao da leptina
com um anticorpo especifico, antagonistas farmacolégicos ou inibindo a atividade de
seu receptor em neurdbnios do DMH gerou uma queda de pressdo arterial em
camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica e tal efeito foi revertido
com a re-expressao de receptores de leptina no DMH (SIMONDS et al., 2014). Os
mecanismos, no entanto, através dos quais a leptina atua ho DMH promovendo
hipertenséo associada a obesidade ainda sdo desconhecidos.

No ARC a leptina inibe neurénios NPY/AgRP (SCHWARTZ et al., 1996) e
ativa neurdnios POMC/CART (COWLEY et al., 2001; ELIAS et al., 1998). Além
disso, a leptina estimula os neurdnios NPY/CART do DMH, que se projetam para o
PVN (LEE et al., 2013a) apenas em obesos (LEE et al., 2013b). A administracao
periférica de leptina aumenta a expressdao de CART no hipotalamo, inclusive no
DMH (ELIAS et al., 1998; KRISTENSEN et al., 1998; LEE et al, 2013b). Neste
sentido, o CART pode ser um importante neuropeptideo envolvido nas acfes
centrais da leptina sobre o controle do sistema cardiovascular.

Camundongos HL+HS e HL-resistentes a hipertensdo apdés 8 semanas de

dieta hiperlipidica apesar de terem niveis elevados de leptina, ndo desenvolveram
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hipertensdo ou aumento na expressdo génica de CART hipotalamico e neurdnios
CART-positivos no DMH. Sobre isso, pode-se argumentar que talvez a leptina tenha
acOes distintas em animais HL-hipertensos comparados com animais HL-resistentes
a hipertensdo. Os mecanismos pelos quais camundongos com a mesma genética
tiveram respostas diferentes a niveis elevados de leptina neste modelo s&o
desconhecidos e merecem ser investigados. Estes dados sugerem que além dos
niveis circulantes de leptina outros fatores como a responsividade a leptina por
diferentes populacdes neuronais no hipotalamo podem estar envolvidos na génese
de hipertensdo e disfungdo autondmica encontradas na obesidade. Tem sido
demonstrado que animais obesos tém resisténcia a leptina, ndo s6 na periferia, mas
também centralmente (LIN et al., 2000), o que poderia explicar, pelo menos em
parte, a incapacidade da leptina em promover hipertensdo arterial e aumento da
expressédo de CART no DMH em camundongos HL-R e HL+HS.

Além da leptina, foi mostrada que a insulina, cujos niveis sdo também
elevados em individuos obesos insulino-resistentes, atua no sistema nervoso
central, aumentando a atividade simpatica periférica em roedores (LANDSBERG;
YOUNG, 1985).

Apesar da estrutura e efeitos do CART serem conhecidos ha pelo menos 15
anos, o receptor do CART ainda nao foi identificado e clonado, limitando o
desenvolvimento de um antagonista e 0 progresso cientifico nesta area. Um estudo
mostrou que o CART tem baixa ligacdo inespecifica em culturas de células
(MALETINSKA et al., 2007). A falta de antagonistas seletivos para bloquear
receptores de CART prejudica a capacidade de abordar funcionalmente o papel
deste neuropeptideo como elo causal entre obesidade, hipertensdo e hiperatividade
simpética.

Entdo, pode-se concluir que a hipertensdo induzida por 8 semanas de dieta
hiperlipidica e disfuncdo autondmica estdo associados a um aumento dos niveis de
CART no DMH de camundongos. Porém, mais estudos sdo necessarios para avaliar

a possivel causalidade entre estas observagoes.

5.4 Papel de fatores inflamatoérios e da via TLR-NFkB em nucleos autonémicos
do sistema nervoso central

Estudos prévios demonstraram que o consumo de dieta rica em acidos graxos

saturados pode ativar a resposta inflamatéria no hipotalamo o que altera o controle
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da ingestédo alimentar e do gasto energético causando obesidade (PEREIRA et al.,
2003; TORSONI et al., 2003; VELLOSO et al., 2008). Ratos alimentados comdieta
hiperlipidica por 16 semanas apresentaram aumento de citocinas como TNF, IL-1 e
IL-6 no hipotdlamo caracterizando uma situacdo de inflamacdo hipotalamica (DE
SOUZA et al., 2005; MILANSKI et al., 2009; POSEY et al., 2009; TAPIA-GONZALEZ
et al., 2011). As diversas citocinas pré-inflamatérias atuam no hipotalamo modulando
a resposta a insulina e a leptina no controle da ingestdo alimentar e do gasto
energético (DE SOUZA et al., 2005; VELLOSO et al., 2008).

No presente estudo sobre a expressédo génica das citocinas, quimiocinas e
fatores inflamatérios foi observado que a dieta hiperlipidica ministrada por 8
semanas aumenta no hipotalamo a CCL5, uma quimiocina envolvida no
recrutamento de leucocitos a areas inflamatérias (LEY et al.,, 2007) o que esta
correlacionado positivamente com a atividade simpatica para os vasos. A expressao
génica de CCL5 ja foi estudada no NTS de ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) e sua expressédo, porém mostrou-se diminuida (GOURAUD et al., 2011).
Semelhante ao que acontece com outras citocinas e quimiocinas inflamatorias, a
CCL5 pode ter um papel na funcado e homeostase em condi¢des fisioldgicas normais
(HESSELGESSER; HORUK, 1999; ROSTENE et al., 2007; SZELENY]I, 2001), como
por exemplo: modula¢do da migracdo neuronal (BOLIN et al., 1998), regulacédo da
proliferacdo e/ou diferenciacdo de astrocitos (BAKHIET et al., 2001), modulacao da
neurotransmissao de glutamato (MUSANTE et al., 2008). E além das células
inflamatorias, as células da glia podem ser uma fonte de CCL5 (BESONG et al.,
2002). Como a CCL5 afeta a circuitaria do hipotalamo na condicdo de obesidade
induzida por dieta e como interfere no controle da pressao arterial sédo questdes que
ainda precisam ser esclarecidas.

Outro resultado foi o aumento de RNAm do CD86, um fator co-estimulatério
associado com a presenca de macréfagos/microglia pro-inflamatérios M1, no tronco
encefalico de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica por 8 semanas. Um
dado interessante foi a correlacdo negativa entre a expressao génica de CD86 com
a variabilidade da presséo arterial sistdlica e o equilibrio simpato-vagal ao coracao.
N&o ha trabalhos mostrando a relacdo da CD86 com hipertensdo secundaria a
obesidade. Porém, em outros modelos experimentais de hipertensao as evidéncias

sugerem que ha ativacdo da microglia (SHI et al., 2010; WU et al., 2012) com
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acumulo de macréfagos/mondcitos especialmente nas regides perivasculares (LIU et
al., 1994).

As células da microglia fazem parte do mecanismo de neuromodulacdo muito
importante no controle imunolégico do SNC podendo fazer uma varredura completa
do encéfalo em poucas horas (DAVALOS, et al., 2005; NIMMERJAHN et al., 2005).
Os resultados do presente trabalho mostraram que ha maior concentracdo de
células Iba-positivas no NTS de camundongos HL. Estes resultados séo qualitativos,
porém ndo deixam de ser interessantes, pois sugerem que a maior concentracédo de
microglia no NTS poderia gerar uma inflamacéo localizada neste importante nucleo
enceféalico de integracdo cardiovascular.

Os resultados observados no RNAmM sao interessantes, porém também tém
suas limitagdes. Nem sempre o conteldo protéico e a funcéo protéica acompanham
as alteracOes da expresséo génica. Portanto, para confirmar a funcéo da inflamacao
central no desenvolvimento de hipertensdo neurogénica secundaria a ingestdo de
dieta hiperlipidica foram utilizados animais com a delecdo da via inflamatéria do
TLR-NF-kB em neurdnios e glia. Diante disso, foram utilizados neste protocolo
experimental camundongos transgénicos Myd88'Nestin®®. O Myd88 é uma das
proteinas adaptadoras conhecidas dos TLRs, ou seja, participa da ativacéo do sinal
downstream destes receptores. O Myd88 é comum a todos os TLR exceto o TLR-3
(MIAN et al.,, 2014; WATTERS et al., 2007). Nos animais transgénicos utilizados
neste estudo, o gene Myd88 continha a sequéncia loxP e o gene Nestin-Cre
traduzido apenas em neurbnios e glia continha a sequéncia para traduzir a Cre
recombinase. Assim, foi possivel deletar o Myd88 e consequentemente a via de
ativacao do receptor toll-like especificamente em neurénios e glia. Esse protocolo foi
fundamental para verificar se a auséncia da via inflamatoria TLR-NF-kB no sistema
nervoso central impediria o desenvolvimento de hipertensdo nos camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica por 15 semanas e comprovar o papel da
inflamacdo na hipertensdo neurogénica secundaria a dieta hiperlipidica.
Interessantemente, 0s animais transgénicos, alimentados por 15 semanas com dieta
hiperlipidica, apresentaram um quadro de obesidade e intolerancia a glicose, porém
ndo desenvolveram hipertensdo tampouco disfungcdo autondmica quando
comparados aos seus controles selvagens C57BL/6J e seus controles transgénicos

gue apresentavam o lox inserido sem a delecéo do gene Myd88.
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Ja havia sido demonstrado que a ativacdo aguda do NF-kB e sua proteina
ativadora 1kB quinase-b (IKK-b) no hipotdlamo mediobasal eleva rapidamente a
pressdo arterial em camundongos independentemente da obesidade
(PURKAYASTHA et al.,, 2011). A forma de hipertensdo induzida por inflamagé&o
hipotalamica estudada no trabalho de PURKAYASTHA et al, 2011 também
apresentava disfuncdo autonémica com hiperatividade simpatica cardiovascular que
quando suprimida reverteu a hipertensdo. Animais transgénicos com perda da
funcdo de NF-kB no hipotdlamo mediobasal ndo desenvolveram hipertenséo
secundéria & obesidade mesmo desenvolvendo obesidade (PURKAYASTHA et al.,
2011). Portanto, no presente trabalho, sugerimos o TLR como novo elo entre o NF-
kB, a disfuncdo autonémica, a hipertensao e obesidade.

Porém, faz se necessario o entendimento dos mecanismos pelos quais a
delacdo da via inflamatéria TL-R-NF-kB limitante das vias de citocinas evita a
hipertensdo secundaria a ingestdo de dieta hiperlipidica. Estas alteracbes podem
estar diretamente relacionadas a alteracdo na expressdo dos genes de CCL5 e
CD86 nos animais HL ou ainda do CART nos hipertensos o que poderia ser um
possivel mecanismo de génese da hipertensdo neurogénica secundaria a ingestédo
de dieta hiperlipidica.

Assim, a identificacdo de novos mecanismos inflamatérios envolvidos na
patogénese da obesidade e hipertensdo associada a obesidade traz novos
candidatos a alvos terapéuticos no tratamento destas patologias. Esta resposta
inflamatoria poderia afetar a neurobiologia e integracdes neuronais entre estes
ndcleos conduzindo a uma hiperatividade simpatica e, consequentemente, causar

hipertensdo neurogénica associada a obesidade.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram que a hipertensdo secundaria
a obesidade por ingestdo de dieta hiperlipidica a obesidade induzida esta associada
a aumento de CART no nucleo dorsomedial do hipotalamo correlacionadoa com a
pressao arterial sistélica e também com a via inflamatéria central TLR-NFkB central.
Esses dois mecanismos estéao relacionados a disfuncdo autonémica na hipertensao
neurogénica secundaria a obesidade. Além disso, a dieta hiperlipidica aumentou a
expressdo génica de CCL5 e CD86 relacionadas com o recrutamento de leucocitos
para areas inflamatérias e ativagdo da microglia, repectivamente, concentrada no

NTS desses animais.
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ABSTRACT

Aim: We evaluated herein whether diet-induced obesity alters sympathovagal
balance, blood pressure and neuropeptides levels at the hypothalamus and

brainstem of mice.

Methods: Male C57BL6J mice fed with a high-fat (HFD) or a high-fat high-sucrose
(HFHSu), or a regular chow diet (C) for 8 weeks were evaluated for metabolic
parameters and blood pressure, the latter being performed in conscious freely
moving mice. Spectral analysis from the records of systolic blood pressure (SBP) and
cardiac pulse intervals (Pl) was performed to analyse the autonomic balance in the

cardiovascular system.

Results: HFD-fed mice developed two distinct hemodynamic phenotypes:
hypertensive mice (HFD-H) with high systolic and diastolic BP levels and
hypertension-resistant mice (HFD-R) whose BP levels were similar to C group.
Spectral analysis of SBP and PI variabilities indicate that the low-frequency(LF)/high-
frequency(HF) ratio, which is an index of sympathovagal balance, is higher in HFD-H
compared to HFD-R. Along with hypertension and higher LF/HF ratio, HFD-H mice
presented increased hypothalamic mRNA levels of cocaine and amphetamine
regulated transcript (CART), and increased CART-positive neurones in the

dorsomedial hypothalamus (DMH) by high-fat diet when compared to C group.
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Despite developing obesity to similar levels than HFD feeding, intake of a HFHSu
was not associated with hypertension in mice neither CART levels increase.

Conclusion: Collectively, our main findings indicate high fat diet induced-
hypertension and autonomic imbalance are associated to an upregulation of CART

levels in the DMH of mice.

Keywords: cocaine-amphetamine regulated transcript; obesity; sucrose; sympathetic

nervous system, dorsomedial hypothalamus

Abbreviations: AgRP, agouti-related protein; ANOVA, analysis of variance; Arc,
arcuate nucleus of hypothalamus; C, regular chow diet; CART, cocaine and
amphetamine regulated transcript; DAB, diaminobenzidine; DBP, diastolic blood
pressure; DMH, dorsomedial hypothalamus; GTT, glucose tolerance test; HF, high-
frequency; HFD, high-fat diet; HFD-H, obese hypertensive mice; HFD-R, obese
hypertension-resistant mice; HFHSu, high-fat high-sucrose; HR, heart rate; IL-6,
interleukin-6; KPBS, potassium phosphate buffer; LF, low-frequency; LF/HF, low-
frequency/high-frequency ratio; LHA, lateral hypothalamic area; MAP, Mean arterial
pressure; mRNA, messenger RNA; NPY, neuropeptide Y; NTS, nucleus of tract
solitary; PAP, pulsatile arterial pressure; PFA, paraformaldehyde; PI, pulse interval;
POMC, Pro-opiomelanocortin; PVN, paraventricular nucleus of the hypothalamus;
gPCR, quantitative PCR; RMSSD, root mean square of successive differences; SBP,
systolic blood pressure; SDNN, standard deviation of normal-to-normal beats
intervals; SNS, sympathetic nervous system; VLF, very low-frequency; VMH,
ventromedial nucleus of hypothalamus.

INTRODUCTION

Obesity is a pandemic disorder and a risk factor for many diseases including
diabetes, cancer and cardiovascular maladies such as hypertension (Meigs et al.,

1997, Montague and O'Rabhilly, 2000, WHO, 2010). Despite much work in this field,
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the mechanisms through which excessive fat accumulation results in an increased
incidence of hypertension are still a matter of debate.

Hyperactivity of the sympathetic nervous system (SNS), a remarkable feature
of obesity, has been implicated in the genesis and maintenance of obesity-
associated hypertension (Esler, 1995, Reaven, 2002, Hall, 2003, Grassi et al., 2004,
Bergman et al., 2007, Hall et al., 2010). SNS activity is constantly modulated by a
complex interaction of neurotransmitters at the hypothalamic and brainstem
autonomic nuclei level that controls not only blood pressure levels, but also energy
balance and body weight.

Of particular interest, the dorsomedial hypothalamus (DMH) is an important
center involved in autonomic and neuroendocrine responses, such as cardiac
sympathetic hyperactivity, hypertension, feeding behaviour, hyperventilation and
increased locomotor activity (Yardley and Hilton, 1986, DiMicco et al.,, 2002,
Zaretskaia et al., 2002, , Bernardis and Bellinger, 2002, Fontes et al., 2001, Cao et
al., 2004). In addition, the to the DMH, the arcuate nucleus of hypothalamus (Arc)
also contains two subtypes of neurones: i) orexigenic, which stimulates food intake
and inhibit energy expenditure by secreting agouti-related protein (AgRP) and/or
neuropeptide Y (NPY), and ii) anorexigenic neurones that inhibit food intake and
stimulate energy expenditure by secreting Pro-opiomelanocortin (POMC) and/or
cocaine and amphetamine regulated transcript (CART) (Schwartz et al., 2000).

CART is also co-expressed with NPY in the DMH and its mRNA levels are
upregulated after ten weeks of high-fat diet feeding. Noteworthy, some of these DMH
CART-positive neurones are orexigenic (Lee et al., 2013a). Moreover, CART plays

an important role on the autonomic nervous system control, since
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intracerebroventricular injection of CART in conscious rabbits evokes a significant
increase in blood pressure and heart rate (Matsumura et al., 2001).

Thus, here we hypothesise that intake of a high-fat diet leads to changes in
neuropeptides levels within autonomic nuclei in the hypothalamus and brainstem that
could contribute to the development of obesity-associated sympathetic hyperactivity
and hypertension. To test this, we screened the hypothalamus and brainstem of mice
induced obese by two different regimens, namely intake of a high-fat diet (HFD) or a
high-fat diet combined with a 20% sucrose in water (HFHSu), for neuropeptides that
might be involved in the obesity-associated hypertension and autonomic imbalance.
We have found that intake of HFD, but not HFHSu, induces autonomic imbalance
and hypertension in mice, phenotypes that were associated with an upregulation of

CART levels at the DMH.

METHODS

Animals: All experimental procedures were performed in accordance with the Ethical
Principles in Animal Research of the Brazilian College of Animal Experimentation and
were approved by the Ethical Committee for Animal Research of ICB/USP, (Protocol
#026/126-02). Male mice C57BL/6J (10 weeks of age) obtained from the Institute of
Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, were kept at a constant temperature
of 23£1°C, relative humidity of 50-60% and light/dark cycle (12/12 hours). Mice were

fed with different diets as described below and drinking water ad libitum.

Diet: Mice were fed with either a regular chow diet (C; Nuvilab CR1, Sogorb Inc, 66%

carbohydrates, 22% protein, 7% fibers and 5% lipids, in %Kcal, n=8), or a high-fat
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diet [HFD; 13% carbohydrates, 20% protein, 7% fibers and 60% lipids, in %Kcal;
adapted from a previous study by Reeves, 1997, n=24] or high-fat high-sucrose in
association with 20% sucrose in the drinking water (HFHSu, n=11) during 8 weeks.

Body weight, food and water intake were assessed weekly.

Glucose tolerance test: At 8" week, a glucose tolerance test (GTT) was performed
in C (n=8), HFD (n=24) and HFHSu (n=11) mice. After 6 hours of fasting, mice
received an intraperitoneal injection of glucose (1g/kg) and blood glucose levels were
determined from an incision in the tail using Accu-Check Compact glucometer

(Roche Diagnostics) at 0, 15, 30, 45, 60, 90 and 120 min after injection.

Adiposity index: Animals were euthanized under anaesthesia with isoflurane (5% in
Ocz-air inspired) between 8-10 a.m. after overnight fasting followed by two hours with
free access to food to standardisation of food intake. The sum of the epididymal,
retroperitoneal and inguinal adipose tissues mass was considered as an adiposity

index in C (n=8), HFD (n=24) and HFHSu (n=11).

Plasmatic parameters: Plasma levels of leptin, insulin, interleukin-6 (IL-6) and
resistin were evaluated by ELISA (Millipore) in refed conditions in C (n=8), HFD
(n=24) and HFHSu (n=11) mice. Plasmatic free fatty acid (Wako) and triglycerides
(Labtest) concentrations were measured following the manufacturer's

recommendations.

Hemodynamic recordings: After 8 weeks, femoral artery catheterization was

performed under anaesthesia with isoflurane (5% in Oz-air inspired) in C (n=8), HFD
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(n=24) and HFHSu (n=11) mice. A microrenathane catheter (0.025 mm outer
diameter and 0.012 mm internal diameter) was inserted in the femoral artery,
tunneled subcutaneously and exteriorized at the scapular region. Animals were
housed in individual cages and allowed to recover for one day. Arterial pressure and
heart rate (HR) were monitored in conscious freely moving mice between 8-10 a.m.,
by connecting the arterial catheter, previously heparinized, to a pressure transducer
(Model CDX I, Cobe Labs) connected to an amplifier (ML224 Quad Bridge Amp,
ADInstruments) and a digital data acquisition system (PowerLab, ADInstruments).
The sample rate of the hemodynamic parameters acquisition was 4 kHz. After mice
acclimation to the recording room, the cardiovascular parameters were recorded for
90 min. Mean arterial pressure (MAP), systolic (SBP) and diastolic blood pressure
(DBP) and spectral analysis parameters were analysed off-line. Beat-by-beat pulse
interval (PI) values were generated off-line from the pulsatile arterial pressure signal

by measuring the time interval between two systolic peaks.

Spectral analysis: Data analysis of systolic blood pressure and pulse interval (PI)
variabilities were performed using the software CardioSeries
(http://www.danielpenteado.com/) following the guidelines for mice as previously
described (Thireau et al., 2008). A stable 10 min SBP and PI records without artifacts
or large sudden blood pressure changes of each animal were used in the analysis.
Beat-by-beat time series of SBP and Pl generated from the acquisition software (Lab
Chart Pro, AD Instruments) were loaded into CardioSeries software that performs
time and frequency domain analysis of arterial pressure and heart rate variability.
While the time domain assesses the magnitude of the temporal variations in the

cardiac rhythm modulated by autonomic nervous system, i.e., SBP and PI lability, the
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frequency domain analysis provides the spectral composition of these variations
(Wang and Huang, 2012). SBP and Pl power spectral density were estimated by
Fast Fourier transform algorithm for discrete time series. By using 20Hz of
interpolation rate, beat-by-beat series were divided in half-overlapping sequential
sets with 512 points (51,2s). All segments were tested for stationary conditions, i.e., if
they had mean and covariance stable over time, by means of stationary tests
(Berntson et al., 1997, van de Borne et al., 1997, Porta et al., 2004). Nonstationary
data and segments with transients were not included in the power spectral density
calculation. Variability index of SBP and PI lability were calculated in the time
domain. The SBP variability was quantified by the standard deviation of successive
SBP values (SDNN). The variability of Pl was quantified by standard deviation of
normal-to-normal beats intervals (SDNN) and by the root mean square of successive
differences (RMSSD) between adjacent normal Pl. Thus, for the frequency domain
analysis, the SBP and PI spectra were integrated in frequency bands considering the
ranges of mice HR and breathing frequencies: very low-frequency (VLF, 0.00-0.15
Hz), low-frequency (LF, 0.15-1.50 Hz) and high-frequency (HF, 1.50-5 Hz) bands as
previously described(Thireau et al., 2008). Results are expressed in absolute (ms? or
mmHg?) and normalized units (nu) that is low-frequency or high-frequency total
power in % excluding very low frequency band (van de Borne et al., 1997, Billman,
2011). To assess the sympathovagal balance to the heart, low-frequency/high-

frequency ratio (LF/HF) of PI variability was calculated(Montano et al., 1994).

Quantitative PCR (qPCR): Hypothalamic and brainstem messeger RNA (mMRNA)
levels of neuropeptides were quantified by gPCR in the same group of mice that

hemodynamic recordings, and spectral analysis were performed [C (n=6), HFD
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(n=15) and HFHSu (n=10)]. All animals were euthanized between 8-10 a.m. after
overnight fasting followed by two hours with free access to food to avoid feeding
related and circadian changes in gene expression. After brain removal from the skull,
a hypothalamic tissue block was dissected at the level of +0.26 to -2.30 mm from
bregma and is a square between the optic chiasma and the superior cerebellar
peduncle. Brainstem samples were dissected at the level of -5.80 to -8.00 mm from
bregma between the inferior cerebellar peduncle and the obex. Hypothalamic and
brainstem blocks were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.
Total RNA was extracted using TRizol (Life Technologies) and lllustra RNAspin Mini
kit (General Electrics) following the manufacturer's instructions. Total RNA levels
were quantified using a spectrophotometer ("Nanodrop 3300" - Thermo Scientific).
cDNA synthesis was performed with Superscript Reverse Transcriptase Il
(Invitrogen) with 1 ug of total RNA. The amplification reaction was performed on rotor
Gene Q (Qiagen) using SYBR Green (Sigma-Aldrich). and specific oligonucleotides
for cocaine and amphetamine regulated transcript (CART, forward 5'-
GTCCCACGAGAAGGAGCTGCCAA-3 reverse 5'-
GCCCATCCGCTCTCTGAGGGG-3’), pro-opiomelanocortin  (POMC, forward 5'-
GCCTTTCCGCGACAGGGGTC-3; reverse 5-AAACACGGGCGTTCCAGCG-3),
neuropeptide Y (NPY, forward 5-AGCCTTGTTCTGGGGGCGTT-3’; reverse 5'-
CCCGCCACGATGCTAGGTAA-3’) or agouti-related protein (AgRP, forward 5'-
ACCTTAGGGAGGCACCTCATGCC--3’; reverse 5'-
GCGGAGAACGAGACTCGCGG-3). Ribossomal protein 36B4 (forward 5'-
CCACTTACTGAAAAGGTCAAGGC-3’; reverse 5-TGGTTGCTTTGGCGGGATTTA-
3’), was used as a reporter gene because it not changed by hypertension or obesity.

The specificity of the PCR amplification was confirmed by melting curve analysis. For
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quantification of the results of real time PCR, the device software (Rotor Gene Q,
Qiagen) determined threshold (Ct) (Ramakers et al., 2003). From these values
EfAACt was calculated (Schefe et al., 2006). Data are expressed as the ratio

between the expression of target genes and the housekeeping gene 36B4.

Immunohistochemistry: as for the immunohistochemistry studies mice [C (n=4),
HFD (n=4) and HFHSu (n=5)] were deeply anesthetized with isoflurane (5% in Oz-air
inspired) and intracardially perfused with saline (0.9%), followed by
paraformaldehyde (PFA 4% in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4) through a needle
connected to a peristaltic pump (Cole Parmer). The brains were immediately
removed, post fixed for 4h at 4°C in 4% PFA and cryoprotected in phosphate buffer
containing 20% sucrose at 4°C overnight. On the following day, brains were
sectioned in the coronal plane on a freezing microtome; 30-um thick sections were
collected in four compartments. Tissues were stored in antifreeze solution. The
sections were incubated for 40 h at 4°C with rabbit anti-CART (55-102) antibody
(Phoenix Pharmaceutics) at a concentration of 1:20.000 in phosphate buffer
containing 2% goat normal serum and 0.3% Triton. This antibody concentration was
chosen after a previous titration with different concentrations: 1:500, 1:10000 and
1:20000. This antibody has been extensively used in previous work and reacts in
brain nuclei confirming the presence of CART(Elias et al.,, 2001). After several
washes in 0.02 M potassium phosphate buffer (KPBS), sections were incubated for
two hours in biotinylated goat anti-rabbit antibody (1:200, Vector). After several
washes in 0.02 M KPBS, sections were then incubated for 2h in an avidin-biotin
complex (Vectastain Elite ABC kit, Vector, 1:200). Sections were washed again in

0.02 M KPBS and the peroxidase reaction product was visualized using the glucose
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oxidase method with DAB as chromogen (Itoh et al.,, 1979) and mounted on
gelatinized slides. Immunostaining was enhanced by soaking the slides in a solution
of osmium tetroxide for 15 seconds. Finally, the slides were dehydrated, cleared in
xylene and covered with DPX (Sigma-Aldrich). Sections of mice brain stained by
immunoperoxidase reaction were photographed using a Zeiss Axioimager Al (Zeiss)
equipped with a digital camera of the type Zeiss HRc AxioCam (Zeiss) using
landmarks for the nuclei according to (Franklin and Paxinos, 2008) and previous
study (Zhang et al., 2011). Quantitative differences of CART-positive neurones were
analised among groups by counting neuronal cell bodies only, not fibers (qualitative

analysis), immunostained for CART.

Statistical analysis: All results are expressed as means * standard error of mean.
Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad).
Differences were considered significant when P<0.05. One-way analysis of variance

(ANOVA) with Newman-Keuls post-hoc test were used to analyse the data.

RESULTS

1. High-fat diet elicits metabolic and biochemical changes associated with obesity
High-fat or HFHSu diet intake induced obesity in mice as evidenced by the
increased body weight (Fig 1A, B), adiposity (masses of epididymal, retroperitoneal
and inguinal adipose depots), and liver (Fig 1H). Importantly, HFHSu mice featured
higher body weight gain, but not adiposity, than HFD fed mice (Fig 1B and H).

Furthermore, HFHSu mice had a smaller cumulative high-fat intake and,



119

consequently, free fatty acids intake during the 8 weeks of feeding (Fig 1D), but
higher caloric intake than HFD-fed mice, because of 20% sucrose drinking (Fig 1C).
Along with obesity, intake of both HFD and HFHSu impaired glucose
homeostasis as evidenced by increased fasting glycemia (Fig 1F) and insulinemia
(Table 1), and severe glucose intolerance as illustrated by the higher glucose
excursion (Fig 1E), and area under the curve in the glucose tolerance test (Fig 1G).
Postprandial plasma levels of leptin, triglycerides and free fatty acids were
significantly elevated in HFD and HFHSu fed-mice compared to C diet (Table 1).
There were no significant changes in plasma levels of resistin and IL-6 among
different feeding regimens (Table 1). Thus, HFD was able to induce biochemical and

metabolic alterations typical of those seen in obesity.

2. High-fat diet leads to different hemodynamic phenotypes and to autonomic
imbalance

Figure 2A depicts representative traces of pulsatile arterial pressure (PAP),
MAP and HR from one conscious animal representative of each group fed with
different diet. The bimodal distribution, depicted by two peaks in MAP in the
histogram (Fig 2B) shows that HFD mice were divided in two groups according to
their hemodynamic phenotype: i) obese hypertensive mice (HFD-H) with distribution
peak in 120 mmHg (Fig 2B) and average value of MAP baseline of 114+4 mmHg (Fig
2C), and ii) obese hypertension-resistant mice (HFD-R) with distribution peak in 105
mmHg (Fig 2B), and average value of MAP baseline of 972 mmHg (Fig 2C).
Importantly, increase in MAP was dependent of elevations in both systolic and
diastolic blood pressures (Fig 2D and 2E). There were no differences in HR among

groups (Fig 2F). In contrast to HFD, obesity induced by the intake of a HFHSu was
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not associated with changes in MAP (HFHSu: 964 mmHg) when compared with C
group (98+3 mmHg, Figure 2C). No significant changes were observed in the HR
among the groups (data not shown).

Spectral analysis of cardiovascular variabilities was performed in the same
group of animals. Regarding SBP variability (Fig 3A), power spectral analysis (Fig
3B) and the SDNN values displayed by HFD-H mice were higher than those of chow-
fed mice (Fig 3C) as evidenced by the increased VLF (Fig 3D) and LF (Fig 3E)
components, which represent hormonal and sympathetic modulation of vessels,
respectively. HFHSu also featured higher SBP variability (Fig 3C) than C group,
which, in contrast to HFD-fed mice, was due to the increase in the HF component
(Fig 3F).

As evaluated by the traces and power spectra of PI variability (Fig 3G and H,
respectively), HFD-H mice have shown a higher RMSSD values (Fig 3l) in HFD-H
mice when compared to HFD-R and C diet mice caused by increased LF (Fig 3J) and
HF spectral power (Fig 3K). As a consequence, the LF/HF ratio, an index of
sympatho-vagal balance, was higher in HFD-H group when compared to HFD-R and
C group (Fig 3L).

As we have performed a direct blood pressure measurements in councious
freely-moving mice, it is important to state that the effects of one day post-surgical
procedures were compared with four days of recovery to exclude stress surgery
responses in arterial pressure and in autonomic balance (Table 2). There were no
differences in the cardiovascular and autonomic parameters between one or four
days recovery. This results suggest that this bimodal distribution in MAP seen in the

group HF was not a stress response related.
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3. CART mRNA level is higher in the hypothalamus of hypertensive obese mice

We next investigated whether the above-described cardiovascular changes
were associated with alterations in mMRNA expression of neuropeptides involved in
the regulation of food intake and energy expenditure within hypothalamus and
brainstem in the same group of animals. As depicted in Figure 4, CART mRNA level
was significantly increased in the hypothalamus, but not brainstem of HFD-H mice
(n=7) when compared to HFD-R (n=6) and C group (n=6, Fig 4A). In contrast, POMC
gene expression was higher in the hypothalamus, but not brainstem of HFD-R when
compared to HFD-H and C diet mice (Fig 4A). mRNA levels of AQRP and NPY in the
hypothalamus and brainstem were not affected by any diet and/or hypertension

(Figs 4A,B).

4. HFD-fed-mice have higher number of CART-positive neurones in the dorsomedial
hypothalamus

Because CART gene expression was higher in the hypothalamus of HFD-H
mice, we next performed an immunoperoxidase reaction to determine in which
hypothalamic nuclei would exhibit higher levels of CART. As depicted in figure 5A,
we found higher number of CART-positive neurones counted in hypothalamic slices
every 120-um interval in the DMH of HFD-fed mice when compared to compared to
HFHSu and C groups (Fig 5C). This higher number of CART-positive neurones at the
DMH were rostro-caudally located approximately at the position 1.58 mm posterior to
bregma and between 1.94 mm posterior to bregma until 2.18 mm posterior to bregma
(Fig 5B). We have not found any CART-positive neuronal cell body, only fibers
immunostaining, at other hypothalamic nuclei level, such as ventromedial nucleus of

hypothalamus (VMH, Fig 6A), paraventricular nucleus of hypothalamus (PVN, Fig
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6B), lateral hypothalamic area (LHA, Figs 6C), and in the brainstem at the NTS level

(Fig 6D).

DISCUSSION

We investigated herein whether diet-induced obesity is associated with
autonomic imbalance, hypertension and changes in hypothalamic and brainstem
neuropeptide levels. Through the evaluation of cardiovascular parameters and
hypothalamic gene expression in conscious, freely moving mice our main findings
are: 1) HFD and HFHSu induced obesity in mice, but only HF diet regimen was
associated with hypertension; 2) HFD displayed two hemodynamic phenotypes in
mice namely hypertension and resistant to hypertension; 3) Hypertensive HFD-fed
mice exhibit autonomic imbalance and increased CART mRNA levels in
hypothalamus, but not in brainstem and CART-positive neurones at the DMH. A
relevant point in this study is that we were able to study an integrative association of
gene expression of neuropeptides with hemodynamic and autonomic control of
conscious freely moving mice model of obesity. This approach eliminated the
influence of anesthesia on the neurotransmission of autonomic brain nuclei that
regulated the blood pressure levels (Holscher et al., 2008).

Feeding mice with a high-fat diet is known to produce biochemical and
metabolic changes, which are commonly found in human obesity (Buettner et al.,
2007). Corroborating these studies, here we have demonstrated that HFD or HFHSu
intake for 8 weeks induced obesity, as evidenced by the increased body weight and
adiposity, and impaired glucose homeostasis, as indicated by the increased fasting
glycemia, insulinemia and severe glucose intolerance. Such similar metabolic

alterations are observed in human obesity, which suggests that these animal model
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are suitable for investigating mechanistic links between obesity and hypertension. As
for the body weight we have observed that HFHSu group had an increased gain
compared to HFD group, besides consumed less amount of high-fat diet. We believe
that the reason of this results is the total caloric intake, considering also the sucrose
intake, that is increased in the HFHSu group comparing with the HF group. Since
only the HFD group became hypertensive, our data imply that diet type per se is
important, rather than obesity, in hypertension development.

One interesting caveat is that blood glucose was high in both HFD and HFHSu
although postpradial insulin was lower in HFHSu than in HFD. We do not know what
are the precise mechanisms underlying the reduced postprandial insulin levels
featured by HFHSu. Plasma insulin levels represent the balance between insulin
secretion by pancreatic beta cells and insulin clearance. HFHSu mice also featured
lower insulin levels 30 min after an intraperitoneal glucose injection in the glucose
tolerance test (data not shown), indicating that HFHSu mice probably have a defect
in insulin secretion rather than in clearance. Further experiments analysis of glucose-
induced insulin secretion by isolated islets in vitro are required to confirm this
hypothesis.

Interestingly, in mice fed with a HFD for 8 weeks two different hemodynamic
phenotypes were noticed: i) some animals become hypertensive, and ii) others were
resistant to high-fat-induced hypertension. Therefore, this is an interesting animal
experimental model to study obesity-related hypertension because allows to compare
whether neuropeptides gene expression would be distinct between these two
hemodynamic phenotypes. Beside of this, HFHSu did not induced hypertension, and
particularly this group of mice had a smaller cumulative high-fat intake and,

consequently, free fatty acids intake during the 8 weeks of diet, because of the
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addition of sucrose solution in the regimen. This can be a mechanism to explain that
this group did not developed hypertension, which is the aim of forthcoming studies.
The reason why mice with identical genetic background and fed with the same
regimen display different cardiovascular outcomes in response to diet-induced
obesity is unknown.

The mechanisms underlying the development of obesity-induced hypertension
are multifactorial and complex. Several studies indicate that, among neurohumoral,
renal, and vascular factors, overactivation of the sympathetic nervous system
contributes to the etiology of hypertension in obese humans and animal
models(Esler, 1995, Reaven, 2002, Hall, 2003, Grassi et al., 2004, Bergman et al.,
2007, Hall et al., 2010). Thus, one aim of our study was to evaluate the role of the
autonomic balance on the hypertension secondary to high-fat diet-induced obesity. In
this sense, the spectral analysis of arterial pressure and heart rate variability,an
important noninvasive tool previously validated to evaluate the physiological
influence of autonomic balance in control of cardiovascular parameters. Our main
findings indicate that HFD-induced hypertension is associated with an increase in the
LF component of SBP and PI, which is an index of vascular sympathetic outflow and
cardiac sympathovagal balance, respectively (Thireau et al., 2008). Our findings
differ from previous studies, which have shown that hypertension was associated
with an increase in LF of PI, but not LF of SBP variability(Williams et al., 2003) in
HFD-fed mice for 15 weeks. This discrepancy between studies might be due to
different control diet used or mice age at the beggining of the protocols, which were
younger (5 weeks old) than we used in our study (10 weeks old).

Further supporting the involvement of sympathetic hyperactivity in obesity-

associated hypertension are the previous findings that: 1) pharmacological blockade
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of adrenergic activity lowers blood pressure to a greater extent in obese than in lean
subjects (Wofford et al., 2001, D'Angelo et al., 2006); 2) renal denervation markedly
decreases sodium retention and hypertension in obese animals(Kassab et al., 1995);
3) administration or chronic treatment with a- and B-adrenergic receptor antagonists
or clonidine, a drug that stimulates central az adrenergic receptors, reduces SNS
activity and prevents the increase in blood pressure in dogs fed with HF diet and in
hypertensive obese patients (Wofford and Hall, 2004, Hall et al., 2010, Wofford et al.,
2001).

We hypothesized that HFD would lead to changes in gene expression of
neuropeptides in the central nervous system that could be correlated to obesity-
induced hypertension and autonomic imbalance. Indeed, we observed that HFD
elicits a significant increase in the CART mRNA expression in the hypothalamus of
HFD hypertensive rats when compared to HFD resistant and control diet group.

CART is a neuropeptide involved in different behaviors and processes, such
as reward, addiction, feeding, regulation of body weight, energy expenditure and
hypothalamic-pituitary-adrenal axis activation in stress (Rogge et al., 2008).
Immunohistochemical studies reveal a neuronal network of CART positive-neurones
along the sympathetic-adrenal (Fenwick et al., 2006) and the sympathetic-cardiac
axis, including the rostral ventrolateral medulla (Burman et al., 2004), preganglionic
sympathetic neurones in intermediolateral column of the spinal cord (Fenwick et al.,
2006, Elias et al., 1998), chromaffin cells in the adrenal medulla (Koylu et al., 1997)
and in the intracardiac ganglia in rats (Richardson et al., 2006).

Intracerebroventricular, intrathecal or intracisternal CART administration in
anesthetized rats and conscious rabbits evokes a significant increase in blood

pressure and HR(Matsumura et al., 2001, Scruggs et al., 2005, Hwang et al., 2004).
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CART has been shown to excite directly neurones within the central neural pathways
that control the SNS directly or indirectly by potentiating the action of glutamate, via
NMDA receptors (Hsun Lin et al., 2005, Chiu et al., 2009, 2010).

Among several neuromodulators involved in activation of the SNS, one of the
most studied in obesity is leptin, an adipokine secreted by adipocytes proportionally
to the degree of adiposity. High levels of leptin could explain, at least in part, the
obesity-induced hypertension and renal sympathetic hyperactivity of humans
(Rahmouni et al., 2002, Eikelis et al., 2003) and mice (Simonds et al., 2014). Thus,
leptin would be a link between the excess of adiposity and sympathoexcitation
(Rahmouni et al., 2005). Leptin regulates energy homeostasis by acting on
hypothalamic neuronal circuits to reduce calorie intake and increase energy
expenditure (Friedman, 2009). In the Arc nucleus leptin inhibits NPY/AgRP (Schwartz
et al., 1996), but activates POMC/CART neurones (Elias et al., 1998, Cowley et al.,
2001). Additionally, leptin stimulates CART/NPY neurones within the DMH, that
project to the PVN (Lee et al., 2013a), in diet-induced obesity condition (Lee et al.,
2013b).

Humans with loss-of-function mutations in leptin or leptin receptor have low
blood pressure, despite being obese (Simonds et al., 2014). Importantly, it was
recently shown that leptin increases blood pressure in conditions of diet-induced
obesity by acting on DMH neurones (Simonds et al., 2014). Indeed, blockade of
leptin action with a specific antibody, pharmacological antagonists, or inhibiting the
activity of leptin receptor-expressing neurones in the DMH lead to a fall in the MAP in
diet-induced obese mice, such effect that was reversed through re-expression of the

leptin receptors in the DMH(Simonds et al., 2014).This study demonstrates that leptin



127

is coupled to obesity-induced blood pressure changes in humans and mice (Simonds
et al., 2014).

The mechanisms, however, through which leptin acts at the DMH promoting
obesity-associated hypertension are still unknown. We could argue that perhaps
leptin have distinct actions in HFD hypertensive animals compared to hypertension-
resistant animals. Noteworthy, HFHSu mice and HFD hypertension-resistant mice,
despite having elevated levels of leptin, did not develop hypertension, or featured
elevated hypothalamic CART mRNA expression and CART-positive neurones in
DMH when compared to C diet. These data imply that the leptin circulating levels per
se do not seem to be related to CART-associated hemodynamic changes at the
DMH level. In obese humans (Haynes et al., 1999, Rahmouni et al., 2002) and mice
(Simonds et al., 2014) high levels of leptin elicits a renal sympathetic hyperactivity
and hypertension, such effect not seen in leptin-deficient animals (Simonds et al.,
2014). Take together, these findings suggest that is not the leptin circulating levels
that determine hypertension and autonomic imbalance, but instead, is the way how
this hormone acts in distict neurones in the hypothalamus. It has been showing
elsewhere that obese high-fat fed animals have an increase in plasmatic leptin levels,
and this hormone has a reduced sensitivity to activate its receptors, not only in the
periphery but also centrally, leading to a condition of leptin resistance (Lin et al.,
2000). In the present study, we can suggest that a hypothalamic leptin resistance
could interfere in the leptin-stimulated production of CART. In this sense, CART may
be an important neuropeptide involved in the leptin actions on the cardiovascular
system, because peripheral administration of leptin was shown to increase CART
expression within the hypothalamus, including the DMH (Elias et al., 1998, Lee et al.,

2013b, Kristensen et al., 1998).
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Despite the structure and effects of CART have been known for at least 15
years, CART receptor has not been identified, sequenced and cloned yet, and for this
reason there is no pharmacological antagonist available yet limiting progress in this
area of research. There is one study about CART receptors, showing that CART had
an low non-specific binding in cell cultures (Maletinska et al., 2007). The lack of
selective antagonists to block CART receptor could contribute positively to our
studies to confirm the CART functional role in the hypertensive-obese animals.
Therefore, it is plausible to assume that CART could be directly related to the
hyperactivity of the sympathetic nervous system in obesity-associated hypertension,
but this assertion still waits further investigation.

Collectively, we can conclude that HFD induced-hypertension and autonomic
imbalance are associated to an upregulation of CART levels in the DMH of mice. On
the other hand, mice on an HFHSu diet do not have an elevated blood pressure,
autonomic imbalance or increased CART gene expression and peptide content in
DMH. Further studies are however required to evaluate the possible causality

between these phenotypes.

PERSPECTIVES

Chonic high-fat intake, from the translational point of view, may bring important
insights into the mechanisms underlying hypertension secondary to obesity. The
present study highlights the relevance of CART in the sympathovagal imbalance to
the heart and cardiovascular alterations associated with obesity. Thus, a better
understanding of the underlying mechanism of CART increase in DMH in
hypertension would help to uncover new pharmacological and potentially non-

pharmacological therapies to overcome the common maladies caused by



129

hypertension secondary to obesity.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Body composition, metabolic and biochemical parameters. (A) body
weight mass (g), (B) body weight gain (g), (C) cumulative carolic intake (kcal), (D)
cumulative high fat intake (kcal), (E) glucose tolerance test, (F) basal glycemia at
fasting, (G) area under the curve (AUC; a.u.=arbitrary units) of the glucose tolerance
test, and (H) mass (g) of epididymal adipose tissue, retroperitoneal adipose tissue,
inguinal adipose tissue, adiposity and liver of mice over the 8 weeks of exposure to
control (C, n=8 ), high-fat diet (HFD, n=24) or high-fat high-sucrose (HFHSu, n=11).
*p<0.01 vs C and +p<0.01 vs HFD. One-way ANOVA with Newman-Keuls post-hoc

test.

Figure 2. Cardiovascular parameters. Cardiovascular phenotype of mice fed with
control (C, n=8), high-fat (HFD, n=24) or high-fat high-sucrose (HFHSu, n=11)
classified in hypertensive high-fat (HFD-H, n=9) or hypertension-resistant high-fat
(HFD-R, n=15). (A) Representative traces of the pulsatile pressure (PAP, mmHg),
mean arterial pressure (MAP, mmHg) and heart rate (HR, bpm) of one animal of
each group; (B) Histogram of mean arterial pressure of HFD mice; (C) Basal mean
arterial pressure (MAP mmHg), (D) systolic blood pressure (SBP, mmHg), (E)
diastolic blood pressure (DBP, mmHg). (F) Heart rate (HR, bpm). *p<0.05 vs C,
+p<0.05 vs group indicated. One-way ANOVA with Newman-Keuls post-hoc test.

Figure 3. Power spectral analysis of the systolic blood pressure (SBP) and
pulse interval (PI) variability. (A) Representative traces of SBP variability of HFD-R
and HFD-H of one animal of each group; (B) spectra of SBP in HFD-R and HFD-H
mice; (C) Analysis of the total variability of SBP (SDNN); (D) very low-frequency
component (VLF); (E) low-frequency component (LF) and (F) high-frequency (HF) of
SBP. (G) Representative traces of Pl of HFD-R and HFD-H mice in one animal of
each group; (H) spectra of Pl in HFD-R and HFD-H mice; () Total Pl variability
analysis represented by root mean square of successive differences (RMSSD), (J)
low-frequency component, (K) high-frequency component, and (L) autonomic

balance (LF/HF ratio) to the heart. *p<0.05 vs C, +p<0.05 vs group correspondent.
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One-way ANOVA with Newman-Keuls post-hoc test. C (n=8), HFD-R (n=15) and
HFD-H (n=9), HFHSu (n=11).

Figure 4. Gene expression of hypothalamic and brainstem neuropeptides. (A)
Hypothalamic gene expression of the reference gene 36B4, CART, POMC, AgRP
and NPY. (B) Brainstem gene expression of 36B4, CART, POMC, AgRP and NPY of
C (n=6), HFD-R (n=6), HFD-H (n=7) and HFHSu mice (n=10). *p<0.05 vs C, +p<0.05
vs HFD-R; One-way ANOVA with Newman-Keuls post-hoc test.

Figure 5. CART-positive (CART") neurones are higher in DMH of HFD mice. (A)
Photomicrographs in light field at the DMH level of C (n=4), HFD (n=4) and HFHSu
(n=5) mice depicting the CART immunoreactive neuronal cell bodies. (B)
Rostrocaudal distribution of CART* in DMH from bregma level among the groups. (C)
Total number of CART* neurones throughtout the DMH. Fornix (f), third ventricule
(3V). *p<0.05 vs C, +p<0.05 vs HFD One-way ANOVA with Newman-Keuls post-hoc

test.

Figure 6. Immunoperoxidase reaction for CART at others hypothalamic and
brainstem nuclei. Photomicrographs in light field 20x magnification at the DMH level
of C (n=4), HFD (n=4) and HFHSu (n=5) mice depicting the CART
immunoperoxidase reaction at (A) ventromedial nucleus of hypothalamus (VMH), (B)
paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN), (C) lateral hypothalamic area
(LHA), (D) nucleus of the solitary tract (NTS). Fornix (f), third ventricule (3V), arcuate

nucleus of hypothalamus (Arc), dorsal motor vagus nucleus (DMV).



Table 1. Plasmatic parameters

Control HFD HFHSu
Fasting insulin (mg.dl?) 47+7 472+99" 427+75"
Postprandial insulin (p.mol.L-1) 21794216 2207+420 10931361*+
Leptin (ng.dI?) 8086+1129 | 17343+2062" | 16102+1401"
Resistin (ng.ml?t) 42321626 41771841 4180+378
Triacilglicerides (mmol.L ) 1.0+0.2 2.2+0.2" 2.240.2"
Free fatty acids (mmol.L?) 0.2+0.1 0.7+0.1" 0.7+0.1"
Interleukin-6 (ng.ml?t) 2244 2144 15+3

Values are means+SEM. Two-way ANOVA. Significances (p<0.05): * vs C; + vs HFD.
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Table 2. Blood pressure (MAP mmHg) and autonomic balance levels compared

among animal’s group that underwent 1 and 4 days of recovering after blood

vessels surgical procedures.

Groups

C HFD-R HFD-H HFHSu
MAP (mmHg) | 1 day 098.2+2.5 97.1+2.3" 114.3+3.4* 96.26+3.7"
4 days 100.1+3.6 105.2+1.1" 122.8+1.2* 90.9+4.6*

LFsbp 1 day 1.9+0.3 2.0+£0.3" 3.7+£0.6* 2.0£0.3"

4 days 1.5+0.9 2.1+0.3" 4.0+1.1* 1.5+£0.2°
LF/HF 1 day 0.25+0.07 0.63+0.10" 1.10+0.35* 0.35+0.19"
4 days 0.19+0.05 0.66+0.05" 2.18+0.12* 0.5+0.17"

Values are means+SEM. Two-way ANOVA. Significances (p<0.05): * vs C; + vs HFD-H.
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