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RESUMO DO PROJETO
Neste projeto avaliamos as respostas cardiovasculares em ratos tratados com uma
dieta hiperlipidica e estudamos a possivel participagdo angiotensinérgica no
prosencéfalo nessas respostas. Foram utilizados ratos Holtzman adultos (280-300 g)
submetidos a dieta hiperlipidica (DH) ou dieta padréao (DP) por 3 ou 6 semanas.
Nossos resultados demonstraram que o aumento de pressdo arterial de ratos
submetidos a DH por 3 semanas nao se alterou apds a microinjegdo com losartan
(antagonista de receptores angiotensinérgicos do subtipo AT1) no ventriculo lateral
(VL). Com 3 semanas de DH nao foram observadas alteracbes significantes na
frequéncia cardiaca. Ja em ratos submetidos a DH por 6 semanas, o0s niveis de
pressao arterial e de frequéncia cardiaca que estavam mais elevados, retornaram
aos niveis semelhantes aos dos ratos DP apds a microinjecdo de losartan no VL.
Nos parametros metabodlicos observamos que a DH promoveu um aumento no
niveis de tecido adiposo (epididimal, retroperitoneal e mesentérico) e peso corporal
comparado aos grupos DP. Portanto, nossos estudos sugerem que os receptores
AT1 prosencefalicos parecem estar envolvidos com 0s niveis pressoricos mais
elevados em animais tratados com DH por 6 semanas. Os mecanismos envolvidos
com o aumento de pressdo arterial em ratos submetidos por 3 semanas de DH

serao objeto de estudos futuros.



1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade e epidemiologia

A obesidade é definida como o acumulo excessivo de gordura que traz
prejuizos a saude do individuo (WHO, 2016). Apontada como uma epidemia
mundial (Mokdad et al., 2003), a obesidade vem se tornando um dos maiores
problemas de saude publica. No ano de 2014, mais de 1,9 bilhdes de adultos
estavam acima do peso, entre eles, 600 milhdes de obesos, ou seja, 13% da
populacao adulta (WHO, 2016). Esses dados, contudo, ndo se estendem apenas
a populacao adulta: 41 milhdes de criangas, abaixo dos 5 anos, estdo acima do
peso ou obesas no ano de 2014.

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, a maioria da populagao vive em
paises em que o sobrepeso e obesidade levam a um maior indice de morte se
comparado com o indice de morte por baixo peso. Nas ultimas décadas, tem se
atribuido alguns fatores ao ganho de peso, como o aumento da ingestdo de
alimentos altamente energéticos que sado ricos em gordura e o aumento do
sedentarismo, ou seja, diminuicdo da pratica de atividade fisica, muitas vezes
relacionada com a globalizagdo que trouxe mudancgas nas formas de transporte e
natureza sedentaria das formas de trabalho (WHO, 2016).

No Brasil, o estilo de vida adotado pela populagdo tem se tornado semelhante
ao de paises desenvolvidos. Nos ultimos 50 anos, com o éxodo da populagao
rural para a area urbana, os cidaddos tornaram-se ansiosos, estressados e
obesos com pouco foco na pratica de atividade fisica (Neto et al., 2008). Dados

no ministério da saude demonstraram que 52,2% da populagdo Brasileira estdo
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acima do peso ideal. O indice de obesidade na populagdo masculina é de 56,5%
enquanto nas mulheres é de 49,1%. A populagcéo jovem (18 a 24 anos) se
destaca com melhor indice, 38%, enquanto pessoas de 45 a 64 anos
ultrapassam os 61%. (saude, 2015).

O aumento do sobrepeso e obesidade como consequéncia, pode levar a
doencas como diabetes, desordens musculo-esqueléticas, alguns tipos de
canceres que incluem endometrial, ovariano, rins e figado, além de doencgas
cardiovasculares, principalmente doengas cardiacas e acidente vascular
cerebral, principais causas de morte entre obesos (WHO, 2016). Dentre as
doencas cardiovasculares, a hipertensdo € altamente prevalente em obesos
[revisdo em (Aghamohammadzadeh and Heagerty, 2012, Hall et al., 2015)] e
estudos realizados em diversas populagdes do mundo demonstraram que a
relacdo entre o IMC e as pressdes diastdlica e sistdlica € quase linear (Hall,

2003).

1.2 Obesidade e Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) é composto por uma cascata em que
através da producgédo de renina pelo rim, esta age sobre uma proteina plasmatica
o angiotensinogénio, liberando um peptideo de 10 aa, a angiotensina | (ANG I).
Apos alguns segundos de sua formacao, dois aa sao removidos para a formagao
de um peptideo de 8 aa, a angiotensina Il (ANG Il). Essa conversao ocorre no
pulméo, e é catalisada pela enzima conversora de angiotensina, a ECA, que esta
presente na membrana do endotélio pulmonar.

A ANG Il pode atuar em dois subtipos de receptores, AT1 (AT1) e AT2 (AT2)

(Tsutsumi and Saavedra, 1991). Os efeitos classicos da ANG Il, tais como
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vasoconstricao, secreg¢ao de aldosterona, secregcao de vasopressina, reabsorcao
de sddio e agua e facilitagdo simpatica, sdo mediadas pelos receptores AT1 tanto
na periferia como no sistema nervoso central (SNC), (McKinley et al., 1996,

Kaschina and Unger, 2003, Menani et al., 2004), como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1: Sistema Renina-Angiotensina [adaptado de (Menani et al., 2004)]

Muitos estudos apontam inumeros fatores que agem como facilitadores da
hipertensao derivada da obesidade (Arnold et al., 2009, Aghamohammadzadeh
and Heagerty, 2012, Fardin et al., 2012, Putnam et al., 2012, Hall et al., 2015).
Dentre eles podemos destacar uma maior ativagdo do SRA, inclusive do SRA
localizado nos adipdcitos, uma vez que a secrecdo dos componentes do SRA
tais como ECA, angiotensinogénio e renina pelos adipécitos encontram-se mais
elevados durante a obesidade (Van Harmelen et al., 2000, Goossens et al., 2003,

Grobe and Rahmouni, 2012).
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Dados da literatura (Karlsson et al., 1998, Marcus et al., 2013) evidenciaram a
existéncia de todos os RNAmM e a expressao de algumas proteinas dos
componentes do SRA em adipdcitos do tecido branco. Especificamente, foi
encontrado no tecido adiposo o gene de expressido de renina, que ainda
expressa enzimas, catepsina D e G, que podem, respectivamente, produzir ANG
| em ANG Il através de rotas alternativas do SRA. Além disso, induzido pela dieta
hiperlipidica, houve um aumento da expressao de receptores de renina no tecido
adiposo que podem levar a um aumento da atividade do SRA local e
superprodugao de ANG Il, a qual pode extravasar do tecido adiposo branco para
a circulagcao e aumentar os niveis sistémicos de ANG Il (Nguyen, 2011, Marcus
et al., 2013).

Ademais, embora o figado seja o principal 6rgdo na produgido de
angiotensinogénio, alguns estudos, sugerem que esta nao é a unica fonte do
mesmo, sendo o tecido adiposo, um forte contribuinte para os niveis de
angiotensinogénio plasmatico (Grobe and Rahmouni, 2012). Estudos
demonstraram que camundongos transgénicos que n&o expressavam
angiotensinogénio apenas no tecido adiposo tiveram uma reducdo da
concentragdo plasmatica de angiotensinogénio se comparados com 0s seus
controles, demonstrando assim, a contribuicio da producdo de
angiotensinogénio local para o SRA circulante e estabelecendo uma correlagao
entre a massa adiposa corporea e a pressao arterial (Grobe and Rahmouni,
2012, Yiannikouris et al., 2012).

O excesso no consumo de gordura pode levar ao aumento da gordura
visceral e retroperitoneal levando a uma compressao do rim que causa uma

mudanca nas forgas fisicas intra-renais podendo contribuir para o aumento da
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retencao tubular e retencédo de sodio (Menani et al., 2004, Hall et al., 2014, Hall
et al., 2015). Estudos tém demonstrado que o aumento da pressao intra-renal
causada pela gordura em volta e dentro do rim pode ser um importante
mecanismo pelo qual a obesidade causa hipertensao (Hall, 1994, Henegar et al.,
2001, Hall et al.,, 2014). Em humanos obesos, o aumento da gordura
retroperitoneal e do seio renal estao fortemente associados com a hipertensao

(Chughtai et al., 2010, Chandra et al., 2014, Hall et al., 2015).

1.3 ANG Il e 0 prosencéfalo

Em animais hipertensos, a barreira hematoencefalica é prejudicada em areas
importantes do controle da pressao arterial, como por exemplo, o nucleo
paraventricluar do hipotalamo (PVN), o bulbo rostroventrolateral (RVL) e o nucleo
do trato solitario (NTS) (Biancardi et al., 2014). Ademais, a obesidade tem sido
descrita causar prejuizo da barreira hematoencefalica em filhotes de maes
obesas (Kim et al., 2016). Sendo assim, durante a obesidade, € possivel que
com maiores niveis de ANG Il circulante, este peptideo além de atuar em seus
receptores nos vasos e nos rins, pode também atuar nessas areas encefalicas e
causar aumento da atividade simpatica e pressao arterial e atenuagdao do
barorreflexo, inclusive em areas que poderdo estar com a barreia hemato-
encefalica desprotegida devido a obesidade (Casto and Phillips, 1984, Michelini
and Bonagamba, 1990, Colombari et al., 2010, Freiria-Oliveira et al., 2013). De
fato, em camundongos knock-out para receptores AT1a no PVN, o aumento de
pressao arterial durante a ingestao de dieta hiperlipidica é atenuada (de Kloet et

al., 2013).
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Ademais, no prosecéfalo existem muitas estruturas livres de barreira
hematoencefalica, entre eles o 6rgado vasculoso da lamina terminal (OVLT) e
o6rgao sub-fornical (OSF) (Johnson, 2007). Essas areas livres de barreira
hematoencefalica, possuem receptores do subtipo AT1 de ANG II, a qual
ativando os mesmos, acionam mecanismos centrais que levam a um aumento na
atividade simpatica e da secrecao de vasopressina (Dampney, 1994, McKinley et
al., 1996, Guyenet, 2006).

Desta forma, a hipotese do presente projeto € de que a dieta hiperlipidica
possa promover a ativacdo do SRA e o consequente aumento de ANG Il
circulante. A ANG Il circulante pode atuar no SNC em areas prosencefalicas
livres de barreira hematoencefalica, como o OSF e OVLT, que sao ricas em
receptores AT1 ou mesmo em areas como o PVN que podem estar com a
barreira hematoencefalica prejudicada na situagao de obesidade. O OSF e OVLT
enviam projec¢des excitatorias ao PVN, que por sua vez ativa os neurdnios do
RVL, que é a principal area do SNC onde os neurdnios pré-motores simpaticos
estao localizados. Sendo assim, a ANG Il atuando em receptores prosencefalicos
pode ativar vias neurais que promovem aumento da atividade simpatica e,

portanto, da pressao arterial.
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2. Objetivo Geral
Verificar o efeito do bloqueio de receptores angiotensinérgicos do subtipo AT1
centrais sobre o aumento da pressdo arterial em ratos alimentados com dieta

hiperlipidica

2.1 Objetivos especificos

a. Verificar os efeitos de dieta hiperlipidica durante o periodo de 3 e 6 semanas
sobre as variaveis cardiovasculares e metabdlicas;

b. Verificar a participacdo do sistema renina-angiotensina no prosencéfalo e sua

correlagdo com a hipertensao em ratos obesos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Holtzman adultos (300 a 320 g) procedentes do
Biotério do Campus de Araraquara da UNESP. Todos os animais foram mantidos em
caixas plasticas coletivas (trés animais por caixa), com livre acesso a ragao e agua.
Permaneceram em salas climatizadas (temperatura de 23 + 2° C e umidade de 50 +
10%), com ciclo claro-escuro de doze horas (luzes acesas das 7 h as 19:00 h). Os
protocolos propostos estdo de acordo com os Principios Eticos de Experimentacao
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foram

aprovados pela Comisséo Etica e Uso de Animais (CEUA, processo 20/2013)

3.2 Dietas

Duas dietas foram utilizadas na presente investigacéo, dieta padrao (DP) e
dieta hiperlipidica (DH). A dieta padrdao composta por ragdo balanceada da marca
Biobase (Aguas Frias SC) contendo: 23 g de proteina, 49 g de carboidrato, 4 g de
gordura, 5 g de fibras e 200 mg de sddio por 100 g de dieta, conforme fornecido pelo
fabricante. A dieta hiperlipidica, foi preparada com ragdao Biobase, amendoim
torrado, chocolate ao leite e biscoito de maisena, na proporcao de 3:2:2:1 segundo
descrito anteriormente (Estadella et al., 2004,Speretta et al., 2016). Esta dieta
hiperlipidica contem 13 g de proteina, 19 g de gordura, 40 g de carboidrato, 4 g de
fibra e 73 mg de sddio por 100 g de dieta, segundo exame bromatolégico realizado
com amostra da dieta. Todos os componentes desta dieta foram moidos, misturados
e oferecidos aos animais em forma de pellets. O valor calérico das dietas foram

aproximadamente: 2,25 kcal/g para a DP e 3,82 kcal/g para DH.
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3.3 Implante de Canula no ventriculo lateral

Para as cirurgias cerebrais, os ratos foram anestesiados com cetamina (80
mg/kg de peso corporal; Cristalia, Itapira, SP, Brasil) e xilazina (7 mg/kg de peso
corporal; Agener Uniao, Embu-Guagu, SP, Brasil) administradas
intraperitonealmente e posicionados em um aparelho estereotaxico (modelo Kopf
900). O bregma e o lambda foram utilizados como referéncia para nivelar a cabeca
dos animais e se determinar os pontos de introdu¢do da céanula-guia de acgo
inoxidavel no ventriculo lateral (VL), a saber: AP = 0.1 mm rostral ao bregma; L = 1.4
mm lateral ao bregma; V = 3.3 mm abaixo da superficie do osso. Apds, encontrado
os pontos de introducdo da céanula. Nesse ponto foi feita trepanagdo do osso do
cranio com uma broca esférica, abrindo-se um orificio de aproximadamente 1,5 mm
de didmetro. A canula-guia de aco inoxidavel com diametro interno de 0,5 mm e
comprimento de 12 mm mm. Ao fim da cirurgia cerebral, os ratos receberam uma
injecado intramuscular de antibidtico (benzilpenicilina — 80.000 Uls/estreptomicina —
33 mg; Pentabidtico Veterinario — Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda.,
Campinas, SP, Brasil) e uma injegdo subcutanea de analgésico/anti-inflamatoério
(cetoprofeno 1% - 0,03 ml/rato; Ketoflex, Mundo Animal, S&o Paulo, SP, Brasil).
Apoés a cirurgia, os ratos foram manipulados diariamente e os experimentos foram

iniciados 5-7 dias ap0s a cirurgia cerebral.

3.4 Injecédo de Drogas no Ventriculo Lateral
As injecdes no ventriculo lateral foram feitas utilizando-se seringas Hamilton
de 5 pl, conectada por um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora. Essa
agulha injetora foi introduzida no VL pelas canulas-guia previamente fixadas no

encéfalo. A agulha injetora (0,3 mm d.i.) era 0,2 mm mais longa que a canula-guia.
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As microinje¢des realizadas no VL sao designadas a administracao de drogas que

tenham como local de agéo areas prosencefalicas.

3.5 Drogas Utilizadas
Losartan (antagonista angiotensinérgico do subtipo AT1; 100 ug/1 ul; Dupont,
USA), ANG Il (50 ng/1 ul; Sigma, USA) foram diluidas em salina (NaCl 0,15 M), que

foi utilizada como veiculo.

3.6 Medidas da Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca

No dia anterior ao registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca, os
animais foram anestesiados com cetamina + xilazina, conforme descrito
anteriormente, e tubos de polietilieno PE-10 soldados a tubos de polietileno PE-50
foram inseridos na aorta abdominal, através da artéria femoral para registro da
pressao arterial (PA) e na veia cava inferior, através da veia femoral para inje¢des
de drogas intravenosamente (iv). No dia seguinte, as canulas, para registro de
pressao arterial foram conectadas a um transdutor de pressao acoplado a um
amplificador (ETH-200 CB SCIENCES INC) e a um sistema de aquisigdo e analise
de dados (PowerlLab, ADInstruments). Foram registrados simultaneamente a
pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca
(FC). A PAM foi calculada a partir do sinal de PAP. A FC foi calculada como a
frequéncia instantdnea do sinal de PAP. Os registros foram feitos em animais

acordados com livre movimentagao.
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3.7 Coleta de tecido adiposo e de encéfalo

No final dos experimentos, azul de Evans a 1% (1 pl) foi microinjetado no VL.

Em seguida, os ratos foram profundamente anestesiados (tiopental sédico; 70 mg/kg
de peso corporal; i.p.; Cristalia, Itapira, SP, Brasil), o tecido adiposo (retroperitoneal,
epididimal e mesentérico), foram imediatamente retirados. A seguir foi feita uma
perfusdo com solugdo de formalina 10%, os encéfalos foram retirados e cortes
transversais (50 um) foram realizados com auxilio de um criostato (Leica, CM1850
UV, Wetzlar, Hesse, Germany). Os cortes foram montados em laminas, corados pelo
método Giemsa e analisados em microscopio Optico (Leica, DM5500 B, Wetzlar,

Hesse, Germany) para a confirmacao dos sitios de inje¢oes.

3.8 Anéalises Estatisticas
Os dados estao apresentados como média e o erro padrdao da média (EPM).
Analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido teste de Student-Newman-Keuls
ou teste t de Student foram utilizados para as comparagdes entre diferentes
tratamentos e grupos, conforme o indicado. Diferencas foram consideradas

significantes para p < 0,05
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS REALIZADOS

4.1 Dieta hiperlipidica e o bloqueio de receptores AT1 de Ang Il no VL.

Animais foram divididos em dois grupos: um grupo recebeu dieta padréo (DP)
e outro recebeu dieta hiperlipidica (DH). Apds 3 ou 6 semanas, os ratos receberam
uma canula de ago inoxidavel no VL como descrito na metodologia (item 3.3) e apds
uma semana, um cateter foi implantado na artéria femoral para que no dia seguinte
se iniciassem as medidas de PAM e FC como descrito no item 3.6. No dia do
experimento, em ratos acordados e com livre movimentacdo, as medidas
cardiovasculares foram realizadas durante um periodo basal (20 min antes das
injecbes no encéfalo). Dez min antes da microinjecdo de losartan, foi realizada a
microinjecao de salina (NaCl 0,15 M, no tempo -10 min), seguida da microinjegcéo de
losartan (100 pg/1 pl; tempo 0). No final do registro das alteragdes cardiovasculares
apo6s o losartan (40 min), ANG Il (50 ng/1 pl) foi microinjetada no VL para testar a

eficacia do bloqueio de receptores angiotensérgicos do subtipo AT1.

4.2 Efeito da dieta hiperlipidica de 3 ou 6 semanas sobre
parametros metabdlicos.

No final das medidas cardiovasculares, os animais foram anestesiados
conforme o item 3.7, os tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e mesentérico
de todos os animais foram retirados para posterior pesagem, e em seguida os
animais tiveram sangue coletado para lipidograma, perfundidos e os encéfalos foram

retirados
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5. RESULTADOS

5.1 Histologia

A Figura 2 mostra o sitio de injecdo no VL. Apenas animais com o

posicionamento correto de canulas no VL foram utilizados.

Figura 2. Fotomicrografia de um corte transversal do encéfalo de um rato
representativo dos grupos testados mostrando o local da microinjeg¢ao, indicado pela

seta, no ventriculo lateral (VL), (barra = 2,0 mm); ac = comissura anterior.
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5.2 Efeito do bloqueio de receptores angiotensinérgicos do subtipo
AT1 prosencéfalo sobre as alteracdes de PAM e FC e alteracdes
metabdlicas em ratos tratados com dieta hiperlipidica por 3 semanas.

Foi observado que apos 3 semanas de dieta hiperlipidica, os animais
apresentaram uma PAM basal maior do que os ratos tratados com DP (118 + 4 vs,
DP: 104 £ 1 mmHg; t — 10 min), [F(1,27) = 21,133; P < 0,01], Figura 3. Porém,
embora ANOVA tenha encontrado diferenca entre as dietas, ndo houve diferengas
ap6s o tratamento com losartan no VL (t 40 min), Figura 3. Salina no VL néao
promoveu qualquer alteragdo na PAM, Figura 3. Com relagdo a FC, ndo houve
qualquer diferenga entre os grupos experimentais [F(1,27) =1,51; P> 0,05], (Figura
4).

Podemos observar na Figura 5, que houve uma aumento maior de peso no
grupo tratado com DH comparado ao grupo DP, ao longo das 3 semanas de dieta
[F(1,57) = 8,586; P < 0,05]. Observamos também um aumento na adiposidade dos
animais DH comparado com os ratos DP, com aumentos significantes no tecido
adiposo epididimal (t = -2,492; P < 0,05); mesentérico (t = -2,559; P < 0,05) e
retroperitoneal (t = -3,100; P < 0,05), Figura 6. Porém, com 3 semanas, embora
houvesse uma tendéncia a um aumento no lipidograma, as diferencas foram
significativas apenas no triglicérides (t = -2,556; P < 0,05), Figura 7.

ANG Il no VL ndo produziu aumentos significantes na PAM 40 min apds o
losartan nos dois grupos experimentais (4 £ 3 e 2 + 2 mmHg, respectivamente em

ratos DP e DH).



23

ODP ® DH

salina LOS

125 - i 1

m

N

-

o
[

PAM (mmH
S 3 o
6= e—ix

N

o

o
]

-10 0 40
Tempo (min)

Figura 3: Alteragdes na pressao arterial média (PAM) em ratos tratados com dieta
padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) por 3 semanas que receberam losartan (100
pMg/1 ul) no VL. Anadlise de variancia de duas vias seguida do teste de Student-

Newman-Keuls; *p < 0,05 vs. DP; DP =6 e DH = 5.
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Figura 4: Alteragcdes na frequéncia cardiaca (FC) em ratos tratados com dieta
padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) por 3 semanas que receberam losartan (100
pg/1 ul) no VL. Anadlise de variancia de duas vias seguida do teste de Student-

Newman-Keuls; DP =6 e DH = 5.
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Figura 5: Alteragbes no peso corporal em ratos tratados com dieta padrao (DP) ou
dieta hiperlipidica (DH) por 3 semanas. Analise de variancia de duas vias seguida do

teste de Student-Newman-Keuls; *p < 0,05 vs. DP; DP =12 e DH = 10.
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Figura 6: Tecido adiposo relativo ao peso corporal em ratos tratados com dieta
padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) por 3 semanas. Andlise de variancia por test
t; *p < 0,05 vs. DP; DP = 8 e DH = 8. EPI = epididimal, MES= mesentérico, RET =

retroperitoneal.



27

120 -
100 -

Qo
-
1
*

Lipidograma
(mg/dl)
S 3

N
o
1

o

TRI COL HDL

Figura 7: Lipidograma de ratos tratados com dieta padrédo (DP) ou dieta hiperlipidica
(DH) por 3 semanas. Analise de variancia por test t; *p < 0,05 vs. DP; DP =6 e DH

= 8. TRI = triglicérides, COL = colesterol total; HDL = lipoproteina de alta densidade
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5.3. Efeito do bloqueio de receptores angiotensinérgicos do subtipo AT1 no
prosencéfalo sobre as alteracdes de PAM e FC e alteracdes metabdlicas em
ratos tratados com dieta hiperlipidica por 6 semanas.

Foi observado que apos 6 semanas de dieta hiperlipidica, os animais
apresentaram uma PAM basal maior do que os ratos tratados com DP (115 + 3 vs,
DP: 102 + 3 mmHg; t — 10 min), Figura 8. Houve interacdo entre os grupos,
mostrando que o tratamento com losartan foi efetivo em reduzir a PAM apenas nos
ratos DH [F(2,27) = 4,201; P < 0,05], Figura 8. Salina no VL nao promoveu qualquer
alteracao significante na PAM, Figura 8. Com relagdo a FC, observamos que os
ratos DH tiveram uma FC basal maior do que dos ratos DP [F(2,27) =4,203 P <
0,05], porém o salina ou losartan nao alteraram significantemente a FC inicial ,
Figura 9.

Podemos observar na Figura 10, que houve um aumento maior de
peso no grupo tratado com DH comparado ao grupo DP [F(1,68) = 3,529; P < 0,05].
Observamos também um aumento na adiposidade dos animais DH comparado com
os ratos DP, com aumentos no tecido adiposo epididimal (t = -3,731; P < 0,05);
mesentérico (t = -3,748; P < 0,05) e retroperitoneal (t =-3,805; P < 0,05), Figura 11.
Porém, com 6 semanas, embora houvesse uma tendéncia a um aumento no
lipidograma, as diferengas foram significativas apenas no triglicérides (t = -2,673; P <

0,05), Figura 12.
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Figura 8: Alteragdes na pressao arterial média (PAM) em ratos tratados com dieta
padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) por 6 semanas que receberam losartan (100
pg/1 ul) no VL. Anadlise de variancia de duas vias seguida do teste de Student-
Newman-Keuls; * p < 0,05 vs. DP; # diferente do tempo -10 do grupo DH. DP =5 e

DH =6.
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Figura 9: Alteragcdes na frequéncia cardiaca (FC) em ratos tratados com dieta
padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) por 6 semanas que receberam losartan (100
pg/1 ul) no VL. Anadlise de variancia de duas vias seguida do teste de Student-

Newman-Keuls; *p < 0,05vs. DP; DP=5e DH=6
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Figura 10: Alteragdes no peso corporal em ratos tratados com dieta padréao (DP) ou
dieta hiperlipidica (DH) por 6 semanas. Analise de variancia de duas vias seguida do

teste de Student-Newman-Keuls; *p < 0,05 vs. DP; DP =9 e DH =10
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Figura 11:. Tecido adiposo relativo ao peso corporal em ratos tratados com dieta

padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) por 6 semanas. Analise de variancia de duas

vias seguida do teste de Student-Newman-Keuls; *p < 0,05 vs. DP; DP=9e DH =9

para o tecido adiposo. EPI = epididimal, MES= mesentérico, RET = retroperitoneal.
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Figura 12: Lipidograma de ratos tratados com dieta padrdao (DP) ou dieta
hiperlipidica (DH) por 6 semanas. Analise de variancia por test t; * p < 0,05 vs. DP;
DP = 8 e DH = 10. TRI = triglicérides, COL = colesterol total; HDL = lipoproteina de

alta densidade
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6. DISCUSSAO E CONCLUSAO
Tem sido descrito um aumento na presséo arterial, da atividade simpatica e
reducao do barorreflexo em animais obesos (Stocker et al., 2007, Erdos et al., 2011,
Guimaraes et al., 2014). Nossos dados demonstraram que com 3 semanas de DH,
houve aumento significante da PAM que perdura por até 6 semanas (grupo com
maior tempo de tratamento com DH). Dessa forma, este modelo de dieta
hiperlipidica estabelecido por Estadella et al. (Estadella et al., 2004) mostrou-se
efetivo em aumentar a massa corporal, tecido adiposo e também a pressao arterial.
Dados ainda nao publicados do nosso laboratério evidenciaram um maior
nivel de leptina em ratos tratados com DH a partir de 3 semanas. A leptina, um
hormonio anorexigeno secretado pelos adipocitos, participa do controle do balango
energético controlando a ingestdo alimentar. Estudos demonstraram que
provavelmente pela alta sinalizagao de leptina no SNC em ratos obesos, ocorre uma
saturacao de transportadores de leptina levando a uma resisténcia a esse horménio
0 que explica o desenvolvimento da obesidade mesmo com altos niveis de gordura
(Burguera et al., 2000, Banks and Farrell, 2003). A microinjegdo de leptina
intracerebroventricular levou a um aumento da pressao arterial devido a seu efeito
simpatoexcitatério que foi atenuada com o bloqueio do sistema melanocortina
(Cassis et al., 2004). Além disso, o efeito de simpatoexcitagdo de leptina também foi
reduzido com o bloqueio de receptores AT1 no procenséfalo, mostrando assim uma
interacdo entre o sistema melanocortina e o SRA (Hilzendeger et al., 2012) agindo
conjuntamente no aumento da pressédo arterial. Uma vez que os animais com 3
semanas de DH, nao tiveram alteragcdao da PAM com o pré-tratamento com losartan,

antagonista de receptores AT1, no VL, é possivel que a leptina, conforme descrito
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acima, possa ser um dos mecanismos envolvidos com o aumento de PAM nesta
fase. Porém, mais estudos serdao necessarios para elucidar esse mecanismo.

Por outro lado, em ratos tratados com DH por 6 semanas a microinjecao de
losartan, no VL promoveu uma redugao da pressao arterial em torno de ~10 mmHg.
Vale ressaltar que a redugdo da PAM pelo bloqueio de receptores AT1 no
prosencéfalo foi apenas em ratos DH. De fato, foi demonstrado que a DH aumenta o
RNAm para receptores angiotensinérgicos do subtipo AT1 no hipotalamo (Erdos et
al.,, 2011). Mais ainda, o bloqueio dos receptores AT1 perifericamente, reduz o
aumento de pressdo em ratos obesos (Boustany et al., 2005). Nesse contexto, é
possivel que os maiores niveis de ANG Il circulante atuem em regides do
prosencéfalo livres ou ndao de barreira hematoencefdlica, que podem estar com
maior numero de receptores angiotensinérgicos do subtipo AT1 sendo expressos. As
regides prosencefdlicas, projetam-se direta ou indiretamente ao bulbo
rostroventrolateral (RVL), onde estdo localizados o principal grupamento de
neurdnios pré-motores simpaticos (Strack et al., 1989, Shafton et al., 1998) e dados
da literatura mostram que o RVL esta mais ativo em animais submetidos a dieta
hiperlipidica (Stocker et al., 2007). Observamos também nos ratos DH com 6
semanas um aumento na FC basal. Apds o tratamento com losartan, houve uma
reducdo na FC em ratos DH, possivelmente decorrente de uma reducao da atividade
do sistema nervoso simpatico.

Concluindo, nossos dados demonstram que os receptores angiotensinérgicos
do subtipo AT1 prosencefalicos sdo importantes para o aumento de PAM observado
em ratos submetidos a dieta hiperlipidica por 6 semanas. Os mecanismos
envolvidos pelo aumento de PAM nos ratos submetidos a dieta hiperlipidica por 3

semanas ainda permanecem por esclarecer.
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