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RESUMO
CHAAR, L. J. Hipertenséao arterial e disfuncdo autondmica 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.
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A obesidade é atualmente uma pandemia e fator de risco para diversas
doencas, como a hipertenséo arterial (HA). Os mecanismos pelos quais 0 acumulo
de gordura resulta em HA ainda ndo 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
h& estudos que reportam como a dieta hiperlipidica poderia alterar a neurobiologia
dos neuropeptideos em nudcleos autondémicos no hipotalamo e tronco encefalico e
influenciar a pressao 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 manutencédo 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
encefélico, 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 metabdlicos foram avaliados.
Pressdo 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 avaliagdo da
atividade do sistema nervoso autbnomo. O RNAm de mediadores inflamatoérios e
neuropeptideos no hipotalamo e no tronco encefélico foi quantificado por qPCR. 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 o0s 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).



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 esta 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 criangas 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



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 sdo controladas pelo sistema
nervoso autbnomo 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 alteracées 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 hipertensdo essencial é multifatorial e



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) é 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 fisiopatoléogica 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 anatémicamente 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 simpatico 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 hipotdlamo (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, 0s neurdnios paravocelulares sdo uma fonte
importante dos neurénios que influenciam a atividade cardiaca e da medula adrenal
(STRACK et al., 1989). Populacdes 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 neuroenddocrinas 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



responsaveis pela atividade simpética ao coracdo e vasos (SPYER, 1994; SUN,
1995). Mas, isso ainda é controverso, pois outro estudo né&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 ingestdo 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¢gdes 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 o0 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 neurdnios orexigenos possuem fendétipo 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 ingestéo alimentar e gasto energético pode levar
a obesidade (BARSH; SCHWARTZ, 2002).

[
Neurdnios de | )
Segunda P ~
Ordem Ingestdo Gasto
‘ . Alimentar Energeético
\_ g M
a A
\T ingestao /:\
\Alil&ntar A
“o ¥ Ingestdo
.' Alimentar

NGcleo

I Arqueado
\ \:
\ \ \ )
\ /
\I ‘ /

\ | Neurdnios de

\‘\ :\ Primeira J
- | Ordem ~
N ‘ - ~ 2
§ S > 7
~
i

{ 4 )
_,,// Pancreas

Grelina

7 \

Insulina |
. Leptina | \

Insulina

Leptina FO\
Tecido . \ \
2 adiposo \)\(-)v-)

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. Neurbnios 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 neurdnios 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 hipertenséo
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 alteragcbes 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 o 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 nacleos 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 manutengéo
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 presséo
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 simpatoexcitagéo de nudcleos 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 inflamacao
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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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 disfungdo autondmica 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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