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RESUMO

Nas ultimas décadas a obesidade se tornou uma epidemia mundial. O excesso de
tecido adiposo favorece o desenvolvimento de doencgas associadas como a hipertensao arterial,
apnéia obstrutiva do sono e diabetes tipo II. Dados da literatura mostram que a obesidade ativa
o sistema renina-angiotensina (SRA), e aumenta a atividade do sistema nervoso simpaticoe os
niveis de citocinas pré-inflamatorias, inclusive no sistema nervoso central. Entretanto, as vias
€ mecanismos neurais envolvidos nessas respostas ainda nao estdo completamente elucidados.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar as respostas cardiovasculares e metabolicas
em ratos alimentados com dieta hiperlipidica (DH). Estudamos também a possivel participagao
do SRA e do sistema imune no nucleo do trato solitario (NTS) nas alteragoes cardiovasculares
induzidas pela DH. Por fim, testamos se o treinamento de for¢a (TF) realizado em intensidade
moderada seria capaz de prevenir as alteracdes cardiovasculares induzidas pela DH. Para tanto,
foram utilizados ratos Holtzman adultos (300 a 320 g) alimentados com DH (3,82 kcal/g e
26,4% de gorduras) ou dieta padrao (DP; 2,25 kcal/g e 5,4% de gorduras) por 6 semanas. Nossos
resultados demonstraram maiores niveis de colesterol total, triacilglicerois, leptina e glicose no
sangue e menor sensibilidade a insulina apds 6 semanas de DH. Houve um aumento da pressao
arterial média (PAM), da modulagdo simpética da pressao arterial sistolica (PAS), da frequéncia
cardiaca (FC) e do balanco simpatovagal do intervalo de pulso (IP) e menor resposta
bradicardica do barorreflexo em animais alimentados com DH. Ap6s 6 semanas de DH, houve
maior expressdo do RNAm das citocinas pro-inflamatorias, fator de necrose tumoral-o (TNF-
a) e interleucina-6 (IL-6), maior expressdo do receptor AT; e da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e menor expressdo dos receptores AT, e Mas. Corroborando com a maior
expressdo de citocinas no NTS, foi demonstrado maior imunoreatividade para GFAP (marcador
especifico de astrdcitos) e maior nimero de células positivas para Iba-1 (marcador especifico
para microglias) no NTS de ratos alimentados com DH. O bloqueio do receptor AT; no NTS
de animais alimentados com DH promoveu queda na PAM, reduziu a modulagdo simpéatica na
PAS, reduziu o balanco simpatovagal do IP e restabeleceu a resposta de bradicardia reflexa. A
super-expressdo de receptores AT, no NTS de ratos alimentados com DH reestabeleceu a FC,
a sensibilidade do barorreflexo e o balango simpatovagal do IP, além de uma atenuagdo parcial
na modulagdo simpatica da PAS. Essas respostas foram associadas com o aumento da expressao
do RNAm do receptor Mas e a redug@o na expressao do TNF-a no NTS. Porém, esses efeitos
ndo foram suficientes para atenuar a PAM nos ratos com DH e super-expressdo de receptores
AT; no NTS. Por fim, o TF preveniu as alteracdes cardiovasculares induzidas pela DH,

incluindo o aumento da PAM, da modulagao simpatica da PAS, da FC, do balango simpatovagal



do IP, e a reducdo da sensibilidade do barorreflexo. Essas respostas foram associadas com um
aumento na expressao do RNAm de componentes da via protetora do SRA (receptores AT, e
Mas e ECA2) e da citocina anti-inflamatéria IL-10, bem como a redu¢do de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-18) no NTS. Em conjunto, nossos dados sugerem que a DH promove
aumentos na leptina plasmatica e na glicemia, com disfun¢@o na sensibilidade a insulina e no
perfil lipidico. A DH também promove aumento na pressao arterial associada aos aumentos na
modulacdo simpatica na PAS, balanco simpatovagal do IP, FC e disfun¢do no barorreflexo. O
processo neuroinflamatorio e um desequilibrio entre as vias pressora e protetora do SRA no
NTS parecem estar envolvidos com o desenvolvimento/manutencdo das alteragdes
cardiovasculares encontradas em ratos alimentados com DH. O TF realizado em intensidade
moderada parece ser uma importante ferramenta na prevencao das alteragdes cardiovasculares

induzidas pela DH.

Palavras-chave: obesidade, hipertensao, sistema renina-angiotensina, citocinas, nucleo do trato

solitario, treinamento de forga.



ABSTRACT

In the last decades, obesity has become a worldwide epidemy. Excess of adipose
tissue favors the development of associated diseases such as hypertension, obstructive sleep
apnea and type II diabetes. Data from the literature have shown that obesity activates the renin-
angiotensin system (RAS), increases sympathetic nerve activity and pro-inflammatory
cytokines levels, including in the central nervous system. However, the pathways and neural
mechanisms involved in these responses are not yet fully elucidated. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the cardiovascular and metabolic responses in high-fat diet (HFD) feeding
rats. We also study the possible participation of the RAS and the immune system in the nucleus
of the solitary tract (NTS) in the obesity-induced cardiovascular changes. Finally, we tested if
the resistance training (RT) performed at moderate intensity would be able to prevent obesity-
induced cardiovascular changes. To achieve these goals, adult Holtzman rats (300-320 g) were
fed with HFD (3.82 kcal/g and 26.4% total fat) or standard chow diet (SD; 2.25 kcal/g and 5.4%
total fat) for 6 weeks. We observed higher blood levels of total cholesterol, triglycerides, leptin
and glucose and decreased insulin sensitivity after 6 weeks of HFD. There was an increase in
mean arterial pressure (MAP), the sympathetic modulation of systolic blood pressure (SBP),
heart rate (HR) and sympathovagal balance of pulse interval (PI), and an impairment in the
bradycardic response of the baroreflex in HFD feeding animals. After 6 weeks of HFD, there
was an increase in the mRNA expression of the pro-inflammatory cytokines tumor necrosis
factor-a (TNF-0) and interleukine-6 (IL-6), an increase in the mRNA expression of the
angiotensin converting enzyme (ACE) and AT, receptor, and a decrease in the expression of
AT, and Mas receptors. In agreement with the increased expression of cytokines in the NTS we
have demonstrated higher GFAP immunoreactivity (specific marker of astrocytes) and higher
number of positive cells for Iba-1 (specific marker for microglia) in the NTS in rats fed with
HFD. The blockade of AT, receptor in the NTS in animals fed with HFD promoted a decrease
in MAP, reduced the sympathetic modulation in SBP, reduced the sympathovagal balance of
PI and restored the bradycardic response of the baroreflex. The overexpression of the AT,
receptors in the NTS in rats fed with HFD reestablished HR, baroreflex sensitivity and
sympathovagal balance of PI, and partially attenuated the increase in sympathetic modulation
of SBP. These responses were associated with increased Mas receptor mRNA expression and
reduction in the TNF-o mRNA expression in the NTS. However, these effects were not
sufficient to restore the MAP in HFD feeding rats with AT, receptors overexpression in the

NTS. Finally, the RT prevented cardiovascular changes induced by HFD, including increases



in MAP, sympathetic modulation of SBP, HR, sympathovagal balance of PI, and reduced
baroreflex sensitivity. These responses were associated with increased expression of mRNA for
components of protective RAS axis (AT, and Mas receptors and ACE2), and the anti-
inflammatory cytokine IL-10 as well as the reduction of pro-inflammatory cytokines (TNF-a
and IL -1B) in the NTS. Together, our data suggest that HFD promotes increases in plasma
levels of glucose and leptin, with dysfunction in insulin sensitivity. HFD also promotes
increases in blood pressure associated with increased sympathetic modulation in SBP,
sympathovagal balance of PI, HR and baroreflex dysfunction. The neuroinflammatory process
and an imbalance between the pressor and protective RAS axis in the NTS seem to be involved
with the development/maintenance of the cardiovascular alterations induced by HFD. The TF
performed at moderate intensity seems to be an important tool in preventing cardiovascular

changes induced by HFD.

Keywords: obesity, hypertension, renin-angiotensin system, cytokines, nucleus of

the solitary tract, resistance training.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a obesidade tornou-se uma epidemia mundial (Mokdad et al.,
2003). Estima-se que aproximadamente 500 milhdes de pessoas adultas sejam obesas. Desse
total, 205 milhdes sdo homens ¢ 297 milhdes sao mulheres (Finucane ef al., 2011). No Brasil,
segundo os ultimos dados divulgados pelo IBGE (Ibge, 2014) a incidéncia de obesidade ¢ de
20,8% da populagdo adulta, e o sobrepeso, por sua vez, atinge mais da metade (56,9%) dos
adultos em todas as regides do pais. Apesar de todo o esfor¢co na tentativa de diminuir esses
nameros, a perspectiva para o futuro ¢ de aumento da prevaléncia de individuos com excesso
de tecido adiposo (Gregor et al., 2010). O agravante ¢ que a epidemia da obesidade, além de
ser uma grande ameaca para a saude da populagdo, também afeta drasticamente a
sustentabilidade financeira dos servicos de saude, (Long-term pharmacotherapy in the
management of obesity. National Task Force on the Prevention and Treatment of Obesity, 1996;
Cecchini et al., 2015). As consequéncias econdmicas da obesidade e doencgas associadas ndo se
limitam aos elevados custos médicos, mas incluem também os custos indiretos ou sociais, tais
como: diminui¢do da qualidade de vida, problemas de ajustes sociais e perda de produtividade
(Bahia et al., 2014).

A obesidade ¢ decorrente de uma complexa interagdo entre fatores genéticos,
metabolicos, comportamentais e ambientais (Heber, 2010). Estudos apontam que mudancas
substanciais no estilo de vida do homem nas tltimas décadas, incluindo o aumento da ingestao
caldrica, a redugao do gasto energético e o aumento do estresse cronico, contribuem fortemente
para o desenvolvimento da obesidade (Kyrou et al., 2008; Kokkinos, 2014; Krogh-Madsen et
al., 2014). O actmulo de tecido adiposo, especialmente na regido abdominal, promove
alteracdes metabdlicas importantes, tais como, a liberagdo de acidos graxos livres em excesso
na corrente sanguinea, que sao estocados de forma ectdpica em outros tecidos como musculo
esquelético, coragdo e figado; e o aumento na sintese e secrecdo de adipocinas, pro-
inflamatorias pelos adipocitos, que resulta em um processo inflamatdrio cronico de baixa
intensidade (Despres et al., 2006). Essas alteracdes estdo diretamente associadas com o
desenvolvimento de doengas cronico-degenerativas como hipertensdo arterial, diabetes tipo II,
desordens respiratdrias, esteatose hepatica nao alcoolica, aterosclerose e cancer (Despres et al.,
2006; Pedersen et al., 2012).

A correlagdo positiva entre obesidade e hipertensdo ¢ forte, consistente, e
confirmada por estudos genéticos e clinicos (Dorresteijn et al., 2012). Estima-se que cada

aumento de 10% no indice de massa corporal (calculado pela divisdo da massa corporal pela
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altura ao quadrado), estd associado a elevacdo da pressdo arterial sistdlica em 3,9 mmHg
(Timpson et al., 2009). No entanto, a circunferéncia da cintura e a relagdo cintura-quadril,
medidas que inferem a obesidade abdominal, sdo ainda mais fortemente relacionadas com a
hipertensdo (Lee et al., 2008). Nesse contexto, dados da literatura tém demonstrado que a
fisiopatologia da co-ocorréncia de obesidade e hipertensdo tem sido foco de inumeros estudos
nos ultimos anos (Erdos et al., 2011; De Kloet, Pati, et al., 2013). Estudos pré-clinicos recentes
demonstraram que o consumo de dieta hiperlipidica (DH) promoveu aumento da pressao
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e atividade simpdtica renal em coelhos, € o
bloqueio ganglionar autondmico aboliu completamente essas alteracdes cardiovasculares,
sugerindo que a hipertensdo induzida pela obesidade tém um forte componente neurogénico
(Prior et al., 2010; Armitage et al., 2012; Lim et al., 2013).

Virios fatores centrais tém sido descritos como facilitadores da hipertensdo
derivada da obesidade. Entre eles podemos citar a ativagdo do sistema renina-angiotensina
(SRA), a neuroinflamag¢do, a maior atividade do sistema nervoso simpatico, alteragdes no
barorreflexo e o aumento dos niveis de leptina, hormonio produzido pelo tecido adiposo que
atua no SNC (Freitas et al., 2007; Arnold et al., 2009; Hall et al., 2010; Aghamohammadzadeh
etal.,2012; Fardin et al., 2012; Putnam et al., 2012; Xue et al., 2015). Além disso, um recente
corpo de evidéncias tem apontado para uma interacdo entre esses mecanismos (Hilzendeger et
al., 2012; Sriramula et al., 2013; De Kloet et al., 2014; Xue et al., 2015). Esses achados
demonstram a importancia do estudo da fisiopatologia das alteragdes cardiovasculares
induzidas pela obesidade e, principalmente, os mecanismos centrais envolvidos nessas

respostas.

1.1 Interacio entre sistema renina-angiotensina e sistema imune no SNC

O SRA tem papel importante na regulagdo cardiovascular (Hodge et al., 1966;
Cowley et al., 1972; Niarchos et al., 1979). Classicamente, a angiotensina (Ang) II, um peptideo
de 8 aminodacidos, ¢ considerado o principal efetor desse sistema. A Ang II ¢ formada a partir
do angiotensinogénio, uma globulina derivada do figado, por meio de clivagens proteoliticas
pela renina, produzida nos rins e, em seguida, pela enzima conversora de angiotensina (ECA)
sintetizada pelas células endoteliais, especialmente nos pulmdes. A Ang II atua em uma
variedade de tecidos, ativando, predominantemente, seu receptor tipo 1 (AT;) (De Kloet,
Krause, et al., 2013).

A diminui¢do da pressao de perfusdo renal, a reducdo da concentra¢do do ion sédio

que alcanca as células da macula densa, componente tubular do aparelho justaglomerular nos
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rins, ou a estimulagdo dos receptores B; adrenérgicos renais, provocam a liberacdo de renina
com subsequente sintese de Ang Il (Hodge et al., 1966; Cowley et al., 1972; Hackenthal et al.,
1990). A queda acentuada do volume plasmatico, por exemplo, durante uma hemorragia, causa
mudangas inversas da concentragdo da Ang II devido a alteragdes na taxa de secre¢do de renina
(Hodge et al., 1966), e a estimulacdo do SRA nessas condigdes estd associada com a secre¢ao
de aldosterona pelas glandulas adrenais (Mulrow et al., 1962). Os efeitos fisioldgicos da Ang
IT também envolvem a vasoconstri¢do direta e a potencializa¢ao das acdes do sistema nervoso
autonomo simpatico (Liang et al., 1978), bem como o aumento da secre¢do de vasopressina, da
sede e do apetite ao sodio (Blair-West et al., 1998; Fitzsimons, 1998).

Todos os componentes do SRA, incluindo precursores e enzimas necessarias para
a producdo de Ang II, j foram identificados no encéfalo, sugerindo que a Ang II possa agir
como neurotransmissor no SNC (Grobe et al., 2008; Wright et al., 2013; De Kloet et al., 2015).
Por exemplo, a presenca de Ang Il no prosencéfalo e no tronco encefalico foi identificada em
ratos intactos ou apos nefrectomia bilateral indicando que a Ang Il pode ser sintetizada no SNC
(Ganten et al., 1983). Evidéncias apontam ainda que, astrécitos secretam angiotensinogénio no
espaco intersticial e no liquido extracelular (Deschepper et al., 1986; Stornetta et al., 1988) e
que os neurdnios do ntcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) também sdo capazes de
produzir angiotensinogénio (Aronsson et al., 1988). Além disso, estudos demonstraram que a
renina (Ganten ef al., 1971; Ganten et al., 1983) ¢ a ECA (Saavedra et al., 1982; Correa et al.,
1986; Dzau et al., 1986) também sdo produzidas no SNC.

Um conjunto substancial de resultados sugere que uma hiperatividade do SRA no
encéfalo contribui para o desenvolvimento de alteracdes cardiovasculares (Steckelings et al.,
1992; Blume et al., 1997; Wright et al., 2013). Especificamente, a ativacao do receptor AT,
pela Ang II em 6rgdos circunventriculares, como o 6rgao subfornical (SFO), 6rgado vasculoso
da lamina terminal (OVLT) e area postrema, bem como na regido rostroventrolaterial do bulbo
(RVL) leva ao aumento da pressdo arterial (Casto et al., 1984; Hartle et al., 1984; Steckelings
et al., 1992; Vieira et al., 2010; De Kloet ef al., 2015). Ja no ntcleo do trato solitario (NTS), a
resposta da pressado arterial parece ser dependente da concentracdo de Ang Il microinjetada no
NTS; a microinje¢do de altas doses aumentam a pressdo arterial (Casto et al., 1984) enquanto
que baixas doses diminuem essa variavel cardiovascular (Tan et al., 2005). No entanto, hd um
consenso de que a estimulagdo do receptor AT; no NTS reduz a sensibilidade do barorreflexo
(Michelini et al., 1990; Matsumura et al., 1998; Paton et al., 1999).

Contudo, atualmente ja se sabe que o SRA ¢ muito mais complexo e envolve um

grande niimero de componentes que estdo relacionados com a manuten¢iao do equilibrio do
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sistema cardiovascular (De Kloet, Krause, et al., 2013; Santos et al., 2013). Por exemplo, a Ang
IT agindo sobre o receptor de angiotensina subtipo 2 (AT,) pode opor-se as agdes do mesmo
peptideo sobre o receptor AT, no sistema cardiovascular (Gallinat et al., 2000; Unger, 2002).
Além disso, a Ang (1-7), formada a partir da Ang II pela acdo da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2), agindo sobre o receptor Mas também parece ter efeitos antagdnicos aos
da Ang II sobre o receptor AT, (Santos et al.,2013; Bader et al., 2014). Assim, um desequilibrio
entre as vias pressora (Ang Il agindo sobre o receptor AT)) e protetora [Ang II agindo sobre o
receptor AT, e/ou Ang (1-7) agindo sobre o receptor Mas] do SRA no musculo esquelético, nas
artérias renais e em diferentes nicleos no encéfalo relacionados ao controle cardiovascular
parecem ser importantes mecanismos envolvidos no desenvolvimento/manutencdo de
diferentes modelos de hipertensdo e de insuficiéncia cardiaca congestiva (Agarwal et al., 2011;
Blanch et al., 2014; Gomes-Santos et al., 2014; De Kloet et al., 2015; Silva et al., 2015;
Sumners et al., 2015; Villela et al., 2015).

No caso especifico do receptor AT,, a disponibilidade de um agonista nao peptidico
especifico, o Composto 21 (C21), e de vetores virais que aumentam sua expressao em um tecido
alvo especifico (Blanch et al., 2014; Sumners et al, 2015) tém permitido uma maior
compreensdo dos efeitos da estimulagdo desse receptor na pressdo arterial e na regulagao da
lesdo em Orgdos terminais induzidos pela hipertensdo (Sumners et al., 2015). Nesse contexto, a
ativacao do receptor AT, promove uma leve, porém consistente vasodilatagdo em diferentes
leitos vasculares (Danyel et al., 2013), promove efeitos anti-inflamatérios (Matavelli et al.,
2011), além de induzir um forte efeito natriurético (Ali et al., 2015). Contudo, ndo ha um
consenso sobre os efeitos anti-hipertensivos da ativagdo do receptor AT,. Estudos prévios nao
encontraram redugdo na pressdo arterial apos o tratamento cronico com C21 administrado
sistemicamente, em diferentes modelos de hipertensdo, tais como, ratos espontaneamente
hipertensos (SHR), hipertensao renovascular, ou hipertensdo induzida pela inibi¢ao da sintese
de oxido nitrico (NO) (Matavelli et al., 2011; Paulis et al., 2012; Rehman et al., 2012). Por
outro lado, foi demonstrado que o tratamento cronico com o C21 impede o desenvolvimento da
hipertensdo sensivel a sddio em ratos obesos, sendo que uma redugao das agdes da Ang Il no
receptor AT, nos rins e o aumento nos niveis da ECA2/Ang (1-7) podem desempenhar um
importante papel nessa resposta (Ali et al., 2015). Além disso, camundongos nocaute para o
receptor AT, exibem pressdo arterial basal aumentada e maior susceptibilidade para
desenvolver a hipertensao DOCA-sal (Ichiki et al., 1995; Gross et al., 2000), e a super-
expressdao do receptor AT, no nucleo do trato solitdrio (NTS) atenua o desenvolvimento da

hipertensdo renovascular (Blanch er al., 2014). Essas respostas divergentes podem estar



25

relacionadas com as diferentes condi¢des do SRA encontradas em cada modelo de hipertensao
(Sumners et al., 2015).

Uma interagdo entre o sistema imune € o SRA no SNC também tem sido
evidenciada em modelos de hipertensao, incluindo a obesidade (Sriramula et a/., 2013; De Kloet
et al.,2014; Xue et al., 2015). O aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatdrias no encéfalo
parece ser necessario para o desenvolvimento da hipertensdo dependente de Ang II (Waki et
al., 2008; Brands et al., 2010; Shi et al., 2010; Sriramula et al., 2013; Zubcevic et al., 2013).
Shi et al. (2010) demonstraram que a hipertensdo dependente de Ang II esta associada com o
aumento da expressdo de citocinas pré-inflamatorias no PVN e a infus@o de minociclina, um
antibiotico com acdes anti-inflamatdrias, atenua o desenvolvimento desse modelo de
hipertensao.

Recentemente também foi demonstrado que 3 semanas de DH promoveu uma
sensibilizacdo para o desenvolvimento da hipertensao arterial induzida por Ang II em ratos
(Xue et al., 2015). Essa resposta foi associada com o aumento na expressdo do RNAm de
componentes da via pressora do SRA e de citocinas pro-inflamatoérias na lamina terminal (LT),
localizada no prosencefalo e que contém dareas que desempenham papéis importantes na
regulagdo a longo prazo da pressao arterial, fluido corporal, e homeostase energética, como o
SFO, nucleo pré-optico medial, e OVLT (Xue et al., 2015). Além disso, os autores
evidenciaram que a infusdo intracerebroventricular (icv) de minociclina ou de pentoxifillina,
um inibidor da sintese da citocina pro-inflamatoéria fator de necrose tumoral-o (TNF-a) atenuam
o aumento da sensibiliza¢do a Ang II induzida pela DH (Xue ef al., 2015). Além disso, dados
da literatura apontam que a DH promove um processo inflamatorio cronico no SNC,
aumentando a expressdo do receptor AT; e da ECA no PVN e no SFO em camundongos (De
Kloet et al., 2014). Neste mesmo estudo, foi demonstrado ainda que a dele¢ao do receptor AT,
no PVN reverte parcialmente a resposta inflamatdéria no mesmo nticleo em camundongos
obesos (De Kloet et al., 2014).

Em conjunto, esses achados indicam uma interagdo entre o0 SRA e o sistema imune

no SNC em diferentes modelos de hipertensao, incluindo a obesidade.

1.2 Importancia do nicleo do trato solitario no controle cardiovascular
O controle rapido da pressdo arterial ¢ realizado batimento a batimento, e pequenas
variagdes de pressao sdo identificadas pelo SNC através dos barorreceptores arteriais, que sao
terminagdes nervosas livres localizadas principalmente nas paredes do arco adrtico e do seio

carotideo (Clement et al., 1975; Baskerville et al., 1979). Esses receptores sdo sensiveis ao
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estiramento e respondem com extrema velocidade a qualquer variagdo da pressdo arterial,
transmitindo sinais para o SNC a partir dos seios carotideos através dos pequenos nervos de
Hering para os nervos glossofaringeo no alto do pescogo, e, em seguida, para o SNC. Ja os
sinais dos barorreceptores dos arcos aorticos sao transmitidos através dos nervos vagos, também
para o SNC (Ciriello, 1983; Ciriello, Schultz, et al., 1994). A estimulagdo dos barorreceptores
provoca redugdo da atividade nervosa simpatica em diferentes territorios (Blessing et al., 1987,
Cravo et al., 1991), vasodilatagdo na circulacdo renal, mesentérica e dos membros posteriores
(Faber et al., 1983).

O ntcleo do trato solitario (NTS) ¢ uma importante area na superficie dorsal do
tronco encefalico para a regulagdo cardiorrespiratéria (Colombari et al., 2001; Machado, 2001),
pois ¢ o receptor primario de diferentes aferéncias viscerais, incluindo os barorreceptores
arteriais (Torvik, 1956; Cottle, 1964; Palkovits et al., 1977). A lesdo eletrolitica no NTS
promove vasoconstri¢do resultando em grande aumento da pressdo arterial, provavelmente por
desinibi¢do da atividade simpatica através da interrupcao central da resposta do barorreflexo
(Doba et al., 1973; Nathan et al., 1977). Diferentes evidéncias apontam que o aminoacido L-
glutamato € o neurotransmissor envolvido nessas aferéncias (Talman et al., 1980; Colombari et
al., 1994).

O NTS tem projecdes excitatorias para diferentes areas do tronco encefélico
envolvidas na regulagdo cardiovascular, como o nucleo ambiguo, onde estdo localizados os
neurdnios pré-ganglionares do sistema nervoso autonomo parassimpatico, € a regido
caudoventrolateral do bulbo (CVL) que tem projecdes inibitorias para a regido
rostroventrolateral do bulbo (RVL), onde estdo localizados neuronios pré-motores do sistema
nervoso autdnomo simpatico. Além disso, o NTS também tem projecdes excitatorias diretas
para a RVL que sdo ativadas principalmente em situagdes de hipdxia onde ocorre a ativagao
dos quimiorreceptores periféricos (Guyenet, 2006; Kline et al., 2010).

Como pode ser observado na Figura 1, o NTS pode ser dividido em trés porgdes:
NTS rostral (NTSr), NTS intermediario (NTSi) e NTS comissural (NTSc). Fortes evidéncias
apontam uma importante participacdo dos subnucleos intermedidrio (NTSi) e comissural
(NTSc) do NTS na regulacao cardiovascular (Colombari et al., 2001; Machado, 2001; Guyenet,
2006)]. Ainda que estes nucleos sejam adjacentes, eles apresentam fungdes distintas nos ajustes
dos reflexos cardiovasculares. A lesdo eletrolitica do NTSc promove uma redu¢do ou mesmo
bloqueio da resposta pressora e bradicardica induzida pela estimulacdo do quimiorreflexo
(Colombari et al., 1996; Sato et al., 2000; Blanch et al., 2013). Por outro lado, a lesdo eletrolitica

do NTSi promove um bloqueio do barorreflexo (Schreihofer et al., 1999; Schreihofer et al.,
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2000). Ademais, a lesdo do NTSc ndo altera a pressdo arterial basal (Colombari et al., 1996;
Sato et al., 2000; Blanch et al., 2013), diferente da lesdo do NTSi que promove hipertensdo
fulminante (Miura et al., 1972), se ndo for administrado antagonista de vasopressina e
bloqueador ganglionar (Schreihofer ef al., 1999). Entretanto, ainda nao esta claro o papel do

NTS na integragao das respostas cardiovasculares durante a obesidade.

NTS rostral —

NTS comissural

Figura 1. Representagdo esquematica do NTS. No detalhe corte sagital na altura do NTS
intermediario (AP, area postrema; cc, canal central; Gr, ntcleo gracil; Cu, nticleo cuneato; X,
nicleo dorsal motor do nervo vago; XII, nucleo do hipoglosso) [Modificado de Ter Horst &
Streefland (1994)].

No NTS ha uma grande densidade de receptores AT, (Allen et al., 1987; Allen et
al., 1988) que, uma vez ativados, promovem atenuacao do barorreflexo (Michelini et al., 1990;
Matsumura et al., 1998; Paton et al., 1999). Nosso laboratério demonstrou que a super-
expressdo no NTS do fator inibitério de migragcdo de macrofagos (MIF), o qual inibe as agdes
intracelulares da ativacao do receptor AT, (Busche et al., 2001; Li et al., 2013), reduz a pressao
arterial em ratos SHR (Freiria-Oliveira et al., 2013). Sendo assim, a ativagdo da via pressora do
SRA no NTS parece estar envolvida com o aumento da pressdo arterial em situagdes de

hipertensao e com a redugdo da sensibilidade do barorreflexo.
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Recentemente também demonstramos que a super-expressao do receptor AT, no
NTS atenua a hipertensdo renovascular 2 rins, 1 clipe (2R1C), com redu¢do da modulagdo
simpatica na pressdo arterial sistdlica (PAS), bem como um aumento na sensibilidade do
barorreflexo nestes animais. A super-expressao do receptor AT, no NTS também aumentou a
expressao do RNAm de ECA2 no mesmo nucleo, sugerindo que a Ang (1-7) agindo sobre o
receptor Mas também poderia estar envolvida nos efeitos positivos no sistema cardiovascular
observado nos animais com hipertensdao 2R1C (Blanch et al., 2014). Assim, a ativagdo da via
protetora do SRA no NTS parece ser importante para a prevengao ou tratamento da hipertensao
arterial. Contudo, ainda nao esta claro na literatura se o SRA ¢ o sistema imune no NTS estao
envolvidos no desenvolvimento e/ou manutencdo das alteracdes cardiovasculares induzidas

pela obesidade.

1.3 Beneficios do exercicio fisico no sistema cardiovascular

Est4 bem estabelecido que a atividade fisica e o exercicio estdo associados com uma
probabilidade reduzida de desenvolvimento de doengas metabolicas (Krogh-Madsen et al.,
2014; Laye et al., 2015) e disturbios cardiovasculares, mesmo em individuos com risco
aumentado, como pacientes obesos (Fagard, 1999; Juraschek et al., 2014). Por outro lado, a
inatividade fisica tem sido associada com o desenvolvimento de doengas cronico degenerativas
(Krogh-Madsen et al., 2014; Laye et al., 2015) devido a perda de massa muscular esquelética
e acumulo de tecido adiposo visceral, resultando em inflamagao crénica de baixa intensidade
(Pedersen et al., 2012).

O Colégio Americano de Ciéncias do Esporte (ACSM) recomenda em seu ultimo
posicionamento que, individuos realizem exercicios com duragdo de 150 a 200 minutos por
semana gerando um gasto calérico em torno de 1200 a 2000 Kcal por semana para manterem
sua massa corporal. J4 individuos com sobrepeso ou obesidade necessitam aumentar este tempo
para 250 a 300 minutos por semana, 0 que geraria um gasto calérico em torno de 2000 kcal
(Donnelly et al., 2009). E importante destacar que o exercicio ndo apenas contribui para o
aumento do gasto energético, diminuig¢do da gordura e massa corporal, mas também previne a
perda de massa magra, melhora a capacidade cardiorrespiratoria e reduz alteragdes metabolicas
relacionados a obesidade, proporcionando um efeito protetor para o sistema cardiovascular
(Strasser et al., 2012).

Est4d bem estabelecido que o exercicio aerdbio ¢ uma importante interven¢ao nao
farmacoldgica para reduzir a massa corporal e a adiposidade (Donnelly et al., 2009), bem como

prevenir ou tratar disturbios cardiovasculares em humanos (Pescatello et al., 2004; Kokkinos,
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2014). Estudos pré-clinicos também indicam que o exercicio de nata¢do é capaz de atenuar os
efeitos da DH na adiposidade e no metabolismo (Speretta et al, 2012). Também foi
demonstrado que a hipertensdo moderada associada a obesidade diminuiu ap6s o treinamento
em esteira realizado em intensidade moderada (Pinheiro et al., 2007) e o desenvolvimento da
hipertensao foi atenuado com o mesmo tipo de exercicio em SHR (Felix et al., 2007; Agarwal
etal.,2011).

Diferentes mecanismos tém sido identificados para explicar os efeitos protetores do
exercicio em esteira realizado em intensidade moderada no sistema cardiovascular em animais
com distarbios cardiovasculares. Perifericamente, a redu¢do nos niveis de catecolaminas
plasmaticas (Fagard, 1999), melhora na fun¢do vascular em decorréncia do aumento na
expressao proteica de NO-sintase endotelial (Cocks et al., 2013), redugdo do estresse oxidativo
(Liu et al., 2015) e o remodelamento cardiaco (Pinheiro et al., 2007), tém sido descritos. Além
disso, o exercicio em esteira parece atenuar o desequilibrio entre as vias pressora e protetora do
SRA nas artérias renais e no musculo esquelético, em SHR e ratos com insuficiéncia cardiaca,
respectivamente (Gomes-Santos et al., 2014; Silva et al., 2015). De maneira interessante,
alteracdes no SRA no SNC também tem sido identificadas como possiveis mecanismos
associados ao efeito protetor no sistema cardiovascular induzidos pelo exercicio em esteira
(Felix et al., 2007; Agarwal et al., 2011). Foi observado apos o treinamento em esteira uma
reducdo na expressao do RNAm e proteica dos componentes da via pressora do SRA, ECA e
receptor AT, e das citocinas pro-inflamatorias, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina-1 (IL-1B) no PVN e na RVL, bem como o0 aumento na expressdao dos componentes
da via protetora do SRA receptores AT, e Mas e da citocina anti-inflamatoria interleucina-10
(IL-10) nas mesmas regides do encéfalo (Agarwal et al., 2011), além da redugdo da expressao
do RNAm de angiotensinogénio no NTS (Felix et al., 2007).

O treinamento de for¢a (TF), por sua vez, ainda ¢ tido como uma modalidade pouco
eficiente para modificar significativamente a massa corporal (Donnelly et al., 2009). Assim, os
principais efeitos dessa modalidade de exercicio talvez sejam a modificagdo na composi¢ao
corporal, ou seja, diminui¢ao na quantidade de gordura corporal e aumento na massa muscular
(Strasser et al., 2012; Leite et al., 2013), e a melhora em parametros metabolicos (Speretta et
al., 2012). Essas alteragdes na composi¢ao corporal podem ser explicadas a curto prazo, pelo
aumento da oxida¢do de gordura, especialmente apds a sessdo de exercicio e, a longo prazo,
pelo aumento da massa muscular, e o consequente aumento da taxa metabolica basal, o que
resulta em um maior gasto energético diario. Além disso, a melhora dos niveis de forga,

resisténcia muscular e coordenagdo, geralmente, resultam em aumento das atividades diarias, o
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que contribui para o aumento do gasto calorico. Todas essas modificagdes associadas podem
levar a diminui¢do da gordura corporal (Donnelly et al., 2009).

Um crescente corpo de evidéncias sugere que o TF realizado em alta intensidade
parece atenuar o desenvolvimento da hipertensdo moderada (Leite ef al., 2013) e a expressao
de citocinas pro-inflamatdrias no tecido adiposo mesentérico (Speretta et al., 2012) em ratos
alimentados com DH. Esses dados sugerem que o TF também pode ser uma importante
ferramenta de intervencdo para tratar os efeitos deletérios no metabolismo e no sistema
cardiovascular encontrados em animais obesos. Por outro lado, ndo é de nosso conhecimento
que exista na literatura algum estudo que investigou os efeitos do TF realizado em intensidade
moderada na pressao arterial, sensibilidade do barorreflexo e variabilidade cardiovascular em
animais alimentados com DH. Além disso, os mecanismos centrais envolvidos com os efeitos
do TF na prevengao das alteragdes cardiovasculares induzidas pela obesidade ainda sdo pouco
compreendidos. Nenhum estudo investigou em ratos alimentandos com DH a formagado de

citocinas pro e anti-inflamatdrios ou de componentes do SRA no NTS.

14 Hipotese do trabalho

Desta forma, a hipdtese do presente estudo foi que a DH pode promover ativagdo
da via pressora e reducdo da atividade da via protetora do SRA e inflamagdo cronica no NTS,
contribuindo para o aumento da pressdo arterial, reducdo da sensibilidade do barorreflexo e
aumento da modulacdo simpética da PAS e do balango simpatovagal do intervalo de pulso (IP).
Além disso, sugerimos que o TF realizado em intensidade moderada seria capaz de prevenir os
distarbios cardiovasculares induzidas pela DH e que a modulagdo dessa modalidade de
exercicio na expressdo de citocinas € de componentes do SRA no NTS poderia estar associada

a esses efeitos positivos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Verificar os efeitos da dieta hiperlipidica sobre as variaveis cardiovasculares e o

possivel envolvimento do sistema renina angiotensina e do sistema imune no NTS.

b)

d)

2.2 Objetivos Especificos
Verificar os efeitos da dieta hiperlipidica sobre a pressado arterial, frequéncia cardiaca,

sensibilidade do barorreflexo e variabilidade cardiovascular;

Verificar os efeitos da dieta hiperlipidica na expressdo génica de citocinas e de

componentes do SRA no NTS;

Verificar os efeitos da dieta hiperlipidica na astrogliose € no numero de micréglias no

NTS;

Verificar a participagdo do SRA no NTS e sua correlagio com as alteragdes

cardiovasculares induzidas pela dieta hiperlipidica;

Verificar se o treinamento de forga ¢ capaz de prevenir as alteragdes cardiovasculares

induzidas pela dieta hiperlipidica.
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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 plésticas
coletivas (dois ou trés animais por caixa), com livre acesso a racdo e dgua. 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 Experimentagio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissio Etica e Uso de Animais

(CEUA, processos n° 15/2013 ¢ 20/2013).

3.2 Dietas

Duas dietas foram utilizadas na presente investigagdo, dieta padrdo (DP) e dieta
hiperlipidica (DH). A DP composta por ragdo balanceada da marca Biobase, (Aguas Frias, SC,
Brasil) contendo: 23 g de proteina, 49 g de carboidrato, 4 g de gordura, 5 g de fibras e 200 mg
de sodio por 100 g de dieta, conforme fornecido pelo fabricante. A DH, foi preparada com ragao
Biobase, amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito de maisena, na propor¢ao de 3:2:2:1
segundo descrito anteriormente (Estadella et al., 2004; Speretta et al., 2012). Esta DH contém
13 g de proteina, 19 g de gordura, 40 g de carboidrato, 4 g de fibra e 73 mg de s6dio por 100 g
de dieta, segundo exame bromatologico realizado com amostra da dieta. Todos os componentes
desta dieta foram moidos, misturados e oferecidos aos animais em forma de pellets. O valor
caldrico e o percentual de gorduras das dietas foram respectivamente, 2,25 kcal/g e 5,4% para
a DP e 3,82 kcal/g e 26,4% para DH. A massa corporal e a ingestdo alimentar foram avaliadas

3 vezes por semana.

3.3 Implante de cinulas no NTS intermediario
Para as cirurgias cerebrais, os ratos foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg de
massa corporal; Cristalia, Itapira, SP, Brasil) e xilazina (7 mg/kg de peso corporal; Agener
Unido, Embu-Guagu, SP, Brasil) administradas intraperitonealmente (ip) e posicionados em um
aparelho estereotaxico (modelo Kopf 900). Conforme descrito por Colombari et al. (1994), o
bregma e o lambda foram utilizados como referéncia para nivelar a cabeca dos ratos e se
determinar os pontos de introducao das canulas-guia de ago inoxidéavel, a saber: 14,5 mm caudal

ao bregma; 0,5 mm lateral ao bregma e 7,0 mm ventral ao osso. Apds encontrado os pontos de
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introducdo das canulas, foi feita trepanagdo do osso do cranio com uma broca esférica, abrindo-
se um orificio de aproximadamente 1,5 mm de didmetro. As canulas-guia de aco inoxidavel
com didmetro interno de 0,5 mm e comprimento de 15 mm foram introduzidas bilateralmente
no NTS intermediario (NTSi). Ao final da cirurgia cerebral, os ratos receberam uma inje¢ao
intramuscular de antibidtico (benzilpenicilina — 80.000 Uls/estreptomicina — 33 mg;
Pentabidtico Veterindrio — Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP,
Brasil) e uma injecdo subcutidnea de analgésico/anti-inflamatoério (cetoprofeno 1% - 0,03
ml/rato; Ketoflex, Mundo Animal, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os animais foram manipulados

diariamente e os experimentos foram iniciados 5-7 dias ap0s a cirurgia cerebral.

3.4 Injecao de farmacos no NTS intermediario
As inje¢des no NTSi foram feitas utilizando-se seringas Hamilton de 5 ul,
conectada por um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora. Essa agulha injetora foi
introduzida no NTS pelas canulas-guia previamente fixadas no encéfalo. A agulha injetora (0,3

mm d.i.) era 1,2 mm mais longa que a canula-guia.

3.5 Farmacos utilizados
Cloridrato de fenilefrina (agonista al-adrenérgico; 5 upg/kg; Sigma, USA),
nitroprussiato de sodio (doador de NO — agente vasodilatador, 30 pg/kg; Sigma, USA) e
losartan (antagonista para receptor AT;; 10 pg/100 nl; Dupont, USA). As drogas foram diluidas
em salina que foi utilizada como veiculo. Fenilefrina e nitroprussiato de s6édio foram injetados
iv. Losartan foi injetado bilateralmente no NTS em um volume de100 nl. A dose de losartan foi

escolhida baseado em trabalho de Vieira et al. (2010).

3.6 Analise histologica

Para os experimentos realizados com injecdes de drogas no NTSi, no final dos
experimentos os ratos receberam inje¢des do corante (azul de Evans a 1%) em cada local de
injecdo no mesmo volume utilizado para a injecdo de drogas. Em seguida, os ratos foram
profundamente anestesiados com tiopental sodico (70 mg/kg de massa corporal; Cristalia,
Itapira, SP, Brasil) e submetidos a uma perfusdo com solugdo de formalina 10%. Cortes
transversais (50 wm de espessura) foram feitos nos pontos de injecdo com auxilio de um
criostato (Leica, CM1850 UV, Wetzlar, Hesse, Alemanha). Os cortes histoldgicos, montados

em lamina, foram corados pelo método Giemsa e analisados em microscopio Optico (Leica,
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DMS5500 B, Wetzlar, Hesse, Alemanha) para a confirmag¢ao dos sitios de injecdes bilaterais no
NTS.
3.7 Transferéncia génica in vivo no NTS

Animais foram anestesiados com cetamina e xilazina, tal como descrito no item 3.3,
e posicionados em um aparelho estereotaximo (modelo Kopf 900). Uma craniotomia parcial do
osso occipital foi realizada, e a superficie dorsal do bulbo foi exposta. Foram realizadas
microinjecdes com micropipetas de vidro em 5 locais diferentes ao longo do NTSc e NTSi do
vetor viral AAV2-CBA-eGFP ou AAV2-CBA-AT,. Cada microinjec¢do consistiu em 150 nL
vector/sitio de injecdo [eGFP, 1.5x10'* copias gendmicas (cg) ¢ AT,, 3.6x10"" cg/ul] e foi
realizada como se segue: a nivel do calamus scriptorius € 0,5 mm rostral e 0,4 mm caudal a ele;
0,2-0,5 mm lateral a partir da linha média e 0,4 mm ventral a superficie dorsal do bulbo. Cada
injecdo foi efetuada ao longo de um periodo de 1 min. Ao fim da cirurgia cerebral, os ratos
receberam uma injecdo intramuscular de antibidtico e uma inje¢do subcutinea de
analgésico/anti-inflamatorio conforme descrito no item 3.3. AAV2-CBA-eGFP ou AAV2-
CBA-AT; foram construidos como descrito anteriormente (Li, Gao, Matsuura, et al., 2005; Li,
Gao, Raizada, et al., 2005) e promovem transducdo génica essencialmente em neurdnios de
todos os diferentes fenotipos (Zhang et al., 2013). Os vetores virais foram cedidos pelo

laboratério do Dr. Colin Sumners, da Universidade da Florida.

3.8 Medidas da pressao arterial e frequéncia cardiaca
3.8.1 Medidas agudas

No dia anterior ao registro da pressdo arterial e frequéncia cardiaca, os animais
foram anestesiados com cetamina + xilazina, conforme descrito anteriormente, e tubos de
polietileno PE-10 soldados a tubos de polietileno PE-50 foram inseridos na aorta abdominal,
através da artéria femoral para registro da pressdo arterial e na veia cava inferior, através da
veia femoral para injecdes de drogas iv. No dia seguinte, as canulas, para registro de pressao
arterial foram conectadas a um transdutor de pressdo acoplado a um amplificador (ETH-200
CB SCIENCES INC) e a um sistema de aquisicdo e andlise de dados (PowerLab,
ADInstruments). A pressdo arterial pulsatil (PAP) foi registrada e a pressdo arterial média
(PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) calculadas a partir desse registro. Os registros foram feitos

em animais conscientes com livre movimentagao.

3.8.2 Medidas cronicas
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Os animais foram anestesiados com cetamina + xilazina, conforme descrito
anteriormente e receberam o implante de transdutores de telemetria (modelo TA11PAC40; DSI,
St.Paul, MN, EUA) na aorta abdominal, como descrito anteriormente (Li ez al., 2006; Freiria-
Oliveira et al., 2013), para registrar a PAM e a FC. Ao fim da cirurgia, os ratos receberam uma
injecdo intramuscular de antibidtico e uma inje¢do subcutanea de analgésico/anti-inflamatorio

conforme descrito no item 3.3.

3.9 Teste do barorreflexo

No dia do experimento, os animais foram conectados ao sistema de registro de
pressdo arterial e apds um periodo basal de registro, foram feitas injecdes intravenosas em bolus
de fenilefrina (5 ug/kg de massa corporal) e de nitroprussiato de sodio (30 ug/kg de massa
corporal) para testar o barorreflexo. Todas as injegdes tiveram intervalos de 5 minutos ou até
que os parametros cardiovasculares voltassem aos niveis basais. As andlises das alteragdes da
FC foram feitas a cada 10 mmHg de intervalo de aumento ou queda da PAM, iniciando-se aos
(+ ou -) 5 mmHg e finalizando-se aos (+ ou -) 35 mmHg. Os valores foram plotados e uma
regressao linear foi usada para cada animal e o slope de cada regressao linear foi usado para

calcular as diferengas entre os grupos (Farah et al., 1999; Blanch et al., 2014).

3.10 Variabilidade Cardiovascular

A partir de trechos de pelo menos 15 minutos de registros estaveis, foi realizado o
estudo da variabilidade da pressdo arterial sistolica (PAS) e do intervalo de pulso (IP) como
uma ferramenta para a avaliagdo da modulagdo autondmica para o sistema cardiovascular.
Séries temporais da PAS (batimento a batimento) e do IP (intervalos entre sucessivos valores
da PAS) foram geradas, cujas variabilidades foram avaliadas no dominio da frequéncia,
utilizando o método da transformada répida de Fourier, conforme descrito anteriormente
(Vieira et al., 2009; Pires et al., 2013; Sabino et al., 2013). Para tanto, foi utilizando um software
apropriado (CardioSeries, versao 2.3, disponivel em
https://www.sites.google.com/site/cardioseries/). Cada componente foi caracterizado pela sua
amplitude (magnitude), expressa como poténcia (ordenada), e sua frequéncia correspondente
(abscissa). Espectros de cada segmento foram obtidos e agrupados em um espectro médio
resultante para a PAS e IP. Os componentes oscilatorios que foram quantificados nas faixas de
baixa frequéncia [LF (low frequency): 0,20 — 0,75 Hz]. As oscilag¢des de alta frequéncia [HF

(high frequency) 0,75 — 3,0 Hz]. Pela analise da magnitude dos componentes oscilatorios (LF



36

e HF) da PAS e IP, ¢ possivel inferir alteragdes no controle autondmico do sistema
cardiovascular. Componentes de frequéncia inferior a 0,2 Hz (very low frequency, VLF) nao
foram considerados para anélise (Van De Borne et al., 1997; Billman, 2011). Para avaliar o
balango simpatovagal, a relagdo LF/HF do IP foi calculado como descrito anteriormente
(Montano et al., 1994). LF da PAS ¢ um indice do tonus vasoconstritor simpatico, enquanto

que LF e HF do IP sdo o indice de modulacdo simpatica e parassimpatica do IP.

3.11 Treinamento de forca

Inicialmente, os ratos realizaram duas sessdes de adaptacdo ao protocolo de
treinamento, que exige que os animais escalem uma escada vertical (1,1 x 0,18 m; degrau de 2-
cm; inclinacdo de 80°) com pesos atados em suas caudas, segundo descrito por Hornberger &
Farrar (2004). O aparato foi fixado a por¢ao proximal da cauda com uma fita autoadesiva. Apos
a fixacdo do aparato a cauda, os animais foram colocados na base da escada e familiarizados
com a mesma. Caso necessario um estimulo com os dedos do pesquisador foi aplicado na cauda
do animal para iniciar o movimento. No topo da escada os ratos alcangaram uma gaiola (20 x
20 x 20 cm) onde descansaram entre cada escalada. Este procedimento foi repetido até que os
animais conseguissem voluntariamente escalar a escada, cinco vezes consecutivas, sem
estimulo.

Dois dias apos a familiarizagdo, foi realizado o teste de carga de carregamento
voluntaria méxima (CCVM). A escalada inicial para este teste consistiu em carregar uma carga
de 75% da massa corporal do animal. Nas escaladas subsequentes foram adicionados de 10 a
50 g, a cada escalada, até que fosse atingida uma carga com a qual o rato ndo conseguisse
escalar toda a escada. A falha em escalar foi padronizada como o momento em que o animal
ndo conseguiu alcangar o topo da escada. A maior carga carregada em uma escalada completa
foi considerada a CCVM. As sessdes de treinamento consistiram em 15 a 20 escaladas com 50
a 60% da CCVM do animal, com intervalo de 30 segundos entre cada escalada. O teste CCVM
foi realizado a cada duas semanas de treinamento para o ajuste de intensidade (Hornberger et

al., 2004; Speretta et al., 2012; Leite et al., 2013).

3.12  Quantificacido da expressio génica no NTS
Os animais foram anestesiados com uma mistura de halotano (5% em 100% de O,),
decapitados e os encéfalos rapidamente retirados. Para tanto, o encéfalo foi colocado em uma
matriz e dissecado. O NTS foi extraido por microdissec¢ao com a ajuda de um microscopio

cirurgico. O material colhido foi transferido para um tubo livre de RNAse e homogeneizado
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com 200 pl de solu¢dao tampao para a extracdo do RNA (B-mercaptanol + tampao RLT). Em
seguida, os tecidos foram homogeneizados com auxilio de um micromotor ¢ mantido a 4°C. As
amostras foram posteriormente centrifugadas por 3 min a 12.000 rpm, e 0 RNAm foi extraido
utilizando-se 0 RNAse kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). As amostras de RNAm foram
submetidas a reagdo de transcriptase reversa em tempo real para transformacdo de RNAm em
cDNA (iScripit, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). As sequéncias de cDNA obtidas a partir da
reacdo foram usadas para quantificagdo através de sondas comerciais para os genes do sistema
renina-angiontensina (SRA), a saber: receptor AT, receptor AT,, receptor Mas, enzima
conversora de angiotensina (ECA) e enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) e as
citocinas, a saber: fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), interleucina-
1B (IL-1B) e interleucina-10 (IL-10). As razdes para a escolha desses genes a principio € a
grande relacdo entre maior ativagdo do SRA central e hipertensdo (Veerasingham et al., 2003)
e de citocinas inflamatdrias com hipertensdo e obesidade (De Kloet, Pati, et al., 2013). As
reagdes com 45 ciclos foram realizadas em um aparelho ABI PRISM 7000 (Applied Biosytems,
Foster City, CA, USA). A amplificacdo da sequéncia alvo foi detectada em tempo real pela
emissdo de fluorescéncia, que ocorre quando existe formagdo de dupla fita na regido codificada
pelo par de iniciadores. Os dados foram expressos utilizando o método ACT (descrito abaixo)
e normalizado pela quantidade de cDNA da proteina 18s (RNA constitutivo — gene reporter).
Sabendo-se o nimero de ciclos por onde passa a reta limiar (CT), foi encontrado o ACT que ¢é
a diferenca do valor médio para o gene de interesse e para o RNA 18S (gene reporter). A seguir,
foram subtraidos os valores médios encontrados para os pocos controles da média dos pogos
tratados, obtendo-se o0 AACT. Esse valor foi colocado como exponencial negativo na base 2 (2°
AACTY " conforme descrito anteriormente (Livak ef al., 2001), obtendo-se assim valores log que

foram comparados entre os grupos.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados no presente estudo.

Primer Sequéncia

Receptor AT, Rn01435427 _ml1
Receptor AT, Rn005660677_s1
Receptor Mas Rn00562673_s1
ECA Rn00561094_m1
ECA2 Rn01416293 sl
TNF-a Rn99999017
IL-6 Rn01410330_m1
IL-1p Rn99999009_m1
18s Hs99999901_s1

ECA, enzima conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2; TNF-
a, fator de necrose tumoral alfa; IL-6, interleucina-6; IL-1P, interleucina-1f3; e IL-10,
interleucina-10.

3.13 Imuno-histoquimica para astrocitos e micrdoglias no NTS

Apds perfusdo e fixagdo com paraformaldeido 4%, os bulbos foram cortados (30
um) em criostato (Leica, CM1850 UV, Wetzlar, Hesse, Germany) e os cortes foram coletados
em placas de cultura de 24 pogos contendo PBS 0,1 M. Um em cada 4 cortes do bulbo foram
incubados por 15 minutos em uma solucao de bloqueio contendo 10% de soro normal de cabra
(NGS, Sigma, St.Louis, MO, USA) e Triton-X 0,3% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em
PBS 0,1 M. Os cortes foram a seguir incubados em anticorpo primario anti-Iba-1 feito em
coelho (1:300, Wako Chemicals) que ¢ um marcador especifico da microglia e anti-GFAP feito
em camundongo (1:500, Chemicon International, Temecula, CA, USA), um marcador
especifico para astrocitos, em PBS 0,1 M contendo 1% de NGS e Triton-X 0,3% por 24 horas
a4°C. Em seguida, os cortes foram lavados em PBS (3 x 10 min) antes de 1 h de incubagdo em
IgG anti-coelho biotinilado feito em cabra (1: 500, Vector Laboratories, Burlingame, CA,
EUA). Os cortes foram lavados em PBS (3 x 10 min) antes de serem incubados com
Streptavidina Alexa Fluor 488 conjugado (1:500; Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) ¢
Alexa Fluor 594 anti-camundongo feito em cabra (1:500, Molecular Probes, Eugene, OR, EUA)
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contendo 1% de NGS e Triton-X 0,3% em PBS 0,1 M. Depois de novas lavagens em PBS (3 x
5 min), os cortes foram montados em ladminas gelatinizadas, secos em ar ambiente e protegidos
da luz durante 2 horas antes de serem colocadas laminulas usando uma solu¢do de montagem
que protege a reducdo da fluorescéncia (VECTASHIELD®, Vector Laboratories, Burlingame,
CA, EUA). As secdes foram examinadas em um microscopio de fluorescéncia (Leica DM5500
B, Wetzlar, Hessen, Alemanha) com o filtro apropriado.

O numero de células positivas para Iba-1 ou a area de coloragio GFAP foram
analizadas utilizando o software Leica Application Suite Advanced Fluorescence (Leica
DMS5500 B, Wetzlar, Hessen, Alemanha) e as imagens foram capturadas com ampliagao de 20x
para todas as se¢des (cada 120 um, tal como definido acima). Usamos a area postrema, o canal
central e 0 dbex como referéncias anatomicas para definir os niveis rostro-caudais do NTS.
Consideramos NTS intermediario (NTSi) as secdes que continham a AP, enquanto que o NTS
comissural (NTSc) foi determinado do 6bex até 500 pm caudal ao 6bex. Para a avaliagcdo do
nimero de micréglias foram realizados z-stacks de 20 um (contendo 20 imagens), estas foram
contadas bilateralmente a mao a cada 120 pm em cortes do NTS pareados, representativos dos
dois grupos experimentais. Para avaliagdo da area de GFAP, as imagens foram convertidas em
tons de cinza e formatos bindrios. Os limiares para o equilibrio entre preto e branco foram
ajustados para o mesmo nivel nos cortes representativos do NTS e a area de coloracdo de GFAP
foi indicada como valores de cinza/corte. No caso no NTSi, contagens e valores de cinza foram

tomadas a partir d4 média de ambos os lados.

3.14 Teste de tolerancia a insulina (TTI)

A sensibilidade a insulina foi medida pelo teste de tolerancia a insulina (TTI) e a
constante de velocidade de desaparecimento de glicose no plasma (Kitt) foi calculada usando a
formula de 0,693/meia-vida bioldgica (t12). O t1» da glicemia foi calculada a partir da
inclinagdo da andlise dos quadrados minimos da concentracdo de glicose no plasma durante a
fase linear de declinio (Bonora ef al., 1989; Delbin et al., 2012). Os ratos foram submetidos a
uma TTI apos 8 horas de jejum. A insulina humana recombinante (Novolin R, Novo Nordisk,
Montes Claros, MG, Brasil) foi administrada ip numa dose de 2,0 U/kg e amostras de sangue
foram coletadas em 0, 5, 10, 15, 20, 30 e 60 min da veia da cauda e a glicemia foi medida
usando tiras de teste padrao (One Touch UltraMini/Johnson & Johnson, Milpitas, CA, EUA).
O TTI ¢ expresso como Kitt (%/min), ou seja, a percentagem da reducdo da concentracao de

glicose no plasma por minuto (Delbin et al., 2012).
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3.15 Medidas plasmaticas

O sangue troncular foi coletado e a seguir, centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos
a 4-8° C. Foram realizadas as analises de glicemia, triacilgliceréis (TGL), colesterol total, e
lipoproteina de alta densidade (HDL). As concentragdes séricas de glicose, TGL, colesterol
total e HDL foram determinadas por método colorimétrico utilizando kits comerciais (Laborlab,
Sdo Paulo, Brasil), com sensibilidade de 0,7 mmol.L-1, 0,14 mmol.L-1 ¢ 0,5 mmol.L-1,
respectivamente. Além disso, o plasma foi utilizado para determinagdo das concentragdes
plasmaticas de leptina (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) e insulina (ALPO, Salem, NH,

USA), conforme descrito anteriormente (Calixto et al., 2010;Leiria et al., 2012).

3.16 Coleta de tecido adiposo
Os tecidos adiposos retroperitoneal (RET), epididimal (EPI) e mesentérico (MES),
foram imediatamente retirados e pesados apds a eutanasia dos animais. A coleta de tecido

adiposo foi realizada de acordo com as descri¢des de Cinti (2005).

3.17 Analise estatistica
Os dados estdo apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Analise
de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias seguida do teste de Student-Newman-Keuls ou
teste ¢ de Student foram utilizados para as comparacdes entre diferentes tratamentos e grupos,

conforme o indicado. Diferengas foram consideradas significantes para P < 0,05.
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4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1 Efeito da dieta hiperlipidica por 6 semanas sobre as variaveis cardiovasculares,
parametros metabdlicos e expressao génica no NTS
Animais foram divididos em dois grupos: um grupo foi alimentado com dieta
padrao (DP) e outro com dieta hiperlipidica (DH). Apds 6 semanas, foram realizados o TTI e a
medida de glicemia, apds 8 horas de jejum. Apds 48 horas, em animais conscientes e com livre
movimentagdo, a PAM ¢ FC basais, a sensibilidade do barorreflexo ¢ a variabilidade
cardiovascular foram avaliadas. Vinte quatro horas apds as medidas cardiovasculares e ap6s 12
h de jejum, os animais, foram anestesiados com uma mistura de halotano (5% em 100% de O,)
e decapitados para coleta de sangue e posterior analise de varidveis sanguineas de colesterol
total, HDL, TGL, leptina e insulina. Além disso, os encéfalos foram retirados, imediatamente
congelados em gelo seco e armazenados em freezer - 80°C para a quantifica¢do posterior do
mRNA dos genes de interesse no NTS. Por fim, os tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal

e mesentérico de todos os animais foram retirados e pesados.

4.2 Participaciao da microglia e de astrocitos no processo inflamatorio no NTS
Animais foram divididos em dois grupos: um grupo foi alimentado com dieta
padrdo (DP) e outro com dieta hiperlipidica (DH). Ap6s 6 semanas os animais foram
anestesiados com tiopental e perfundidos transcardiacamente com PBS e paraformaldeido 4%.
Posteriormente os encéfalos foram cortados (30 um) para realizagdo de imuno-histoquimica

para a marcagdo de astrdcitos e microglias.

4.3 Bloqueio do receptor AT no NTS em ratos alimentados com dieta hiperlipidica

De acordo com os dados obtidos nos experimentos anteriores, animais foram

divididos em dois grupos: um grupo foi alimentado com dieta padrdo (DP) e outro com dieta
hiperlipidica (DH). Apds 6 semanas, os animais receberam canula de aco inoxidavel bilateral
no NTSi. A PAM, FC, a sensibilidade do barorreflexo e a variabilidade cardiovascular foram
avaliadas, em animais conscientes e com livre movimentagdo, antes ¢ apos 30 minutos da

microjecdo bilateral de losartan (10 pg/100 nl) no NTSi.

4.4 Super-expressao do receptor AT, no NTS em ratos alimentados com dieta

hiperlipidica
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Ratos foram submetidos a cirurgia para implante de transdutores de telemetria para
registro continuo da PAM e FC. O registro da PAM e FC foi realizado durante 24 horas uma
vez por semana. Ap6s uma semana de recuperagao os animais foram divididos em dois grupos:
um grupo foi alimentado com dieta padrao (DP) e outro com dieta hiperlipidica (DH). Apos 3
semanas de dieta os animais receberam 5 injegdes no NTS do vetor viral AAV2-eGFP ou
AAV2-AT,. Assim, os animais foram divididos nos seguintes grupos: DP-eGFP, DP-AT,, DH-
eGFP e DH-AT,. Apo6s a injecao do vetor viral os animais foram alimentados com DP ou DH
por mais 3 semanas. Ao final do experimento os animais foram anestesiados com uma mistura
de halotano (5% em 100% de O;) e, imediatamente, decapitados para coleta de sangue, tecido
adiposo e encéfalo para analise da adiposidade, metabolismo e expressao do RNAm de citocinas
e componentes do SRA no NTS, respetivamente. Para confirmagao do local da super-expressao
do receptor AT, no NTS, foi realizada a quantificacdo do seu RNAm no NTS.

Outro conjunto de animais foi dividido nos mesmos grupos experimentais e
submetido ao mesmo protocolo experimental, porém sem o implante prévio do transdutor de
pressdo. Apds 6 semanas de DH e 3 semanas da injecdo do vetor viral no NTS, em animais em
animais conscientes ¢ com livre movimentacdo, a PAM e FC basais, a sensibilidade do
barorreflexo e a variabilidade cardiovascular foram avaliadas. Ao final do experimento os
animais foram anestesiados com uma mistura de halotano (5% em 100% de O;) e,
imediatamente, decapitados para coleta de sangue, tecido adiposo e encéfalo para avaliar a
adiposidade, metabolismo e expressdo do RNAm de citocinas e componentes do SRA no NTS,

respetivamente.

4.5  Efeitos do treinamento de forca sobre as alteracoes cardiovasculares

induzidas pela dieta hiperlipidica
Animais foram divididos em quatro grupos experimentais: sedentdrio dieta padrao
(SED-DP); sedentario dieta hiperlipidica (SED-DH); treinamento de forca dieta padrao (TF-
DP); e treinamento de forga dieta hiperlipidica (TF-DH). Os animais dos grupos TF realizaram
treinamento em intensidade moderada em uma escada vertical 3 vezes por semana (segunda,
quarta e sexta-feira) durante 10 semanas. Cada sessao do TF consistiu em 15-20 escalas com
um intervalo de 30 s de descanso entre elas. Nas primeiras 3 semanas de TF todos os grupos
foram alimentados com dieta padrdo. Apds esse periodo os grupos DH foram alimentados com
dieta hiperlipidica por 7 semanas. Ao final das 10 semanas de TF e 7 semanas de DH, foram
realizados o TTI e a medida de glicemia, apds 8 horas de jejum. Apods 48 horas, em animais em

animais conscientes ¢ com livre movimentacdo, a PAM e FC basais, a sensibilidade do
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barorreflexo e a variabilidade cardiovascular foram avaliadas. Apds 24 horas os animais foram
anestesiados com uma mistura de halotano (5% em 100% de O,) e, imediatamente, decapitados
para coleta de sangue, tecido adiposo e encéfalo para avaliar a adiposidade, metabolismo e

expressao do RNAm de citocinas e componentes do SRA no NTS, respetivamente.



44

S RESULTADOS

5.1 Efeitos de 6 semanas de dieta hiperlipidica sobre a massa corporal, adiposidade

e parametros metabolicos

Na Tabela 2 podemos verificar que o grupo DH apresentou um consumo alimentar
(g/dia) menor que o grupo DP (P < 0,05), porém o consumo calorico (kcal/dia) do grupo DH
foi maior do que o grupo DP (P <0,0001), Tabela 2. A massa corporal inicial dos animais que
foram assinados para serem alimentados com DP ou DH foi semelhante (P = 0,27), porém a
massa corporal apds 6 semanas de dieta foi maior no grupo DH (P <0,001), Tabela 2. O grupo
alimentado com DH apresentou maiores pesos relativos dos tecidos adiposos epididimal (EPI)
(P <0,001), retroperitoneal (RET) (P < 0,0001) e mesentérico (MES) (P < 0,01) comparados
ao grupo DP (Tabela 2).

Analisando o perfil lipidico, foram observados maiores niveis séricos de colesterol
total (P < 0,0001), triacilglicerdis (TGL) (P < 0,01) e glicose (P < 0,001) no grupo DH quando
comparado ao grupo DP, porém ndo houve alteracdo na lipoproteina de alta densidade (HDL)
(P =0,93) (Tabela 3). Os resultados do teste de tolerancia a insulina (TTI) mostraram menor
sensibilidade a insulina ap6s 6 semanas de DH quando comparado ao grupo controle (P <0,01)

e os niveis plasmaticos de leptina foram maiores ap6és 6 semanas de DH (P < 0,05), Tabela 3.
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Tabela 2. Consumo alimentar, consumo caldrico, massa corporal e adiposidade apds 6 semanas
de dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH)

DP DH
Consumo alimentar (g/dia) 27,6+1,0  251+0,6*
(n=10) (n=10)

56+22 105 +2,3*

Consumo caldrico (kcal/dia)
(n=10) (n=10)

305+2,2 301+3,0

Massa corporal inicial (g) (=9 (n—10)

408 +£2,3 426 + 3,8%#

Massa corporal final (g) (n=9) (n=10)

Tecido adiposo epididimal 0,73+0,04 1,13 +0,08*
(g/100 g massa corporal) (n=9) (n=10)

Tecido adiposo retroperitoneal 0,61 +0,03 0,97 +0,03*
(g/100 g massa corporal) (n=9) (n=10)

Tecido adiposo mesentérico 0,55+0,07 0,96+0,11%*
(g/100 g massa corporal) (n=9) (n=10)
Os valores estdo apresentados como média = erro da média. Teste ¢ de Student; * diferente de
DP; P <0,05.
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Tabela 3. Pardmetros metabodlicos apos 6 semanas de dieta padrdo (DP) ou dieta hiperlipidica

(DH)
DP DH
Colesterol Total (mg/dl) 60 +20 80 +2,5%
(n=06) (n=6)
22+04 22+14
HDL (mg/dl) -8 o)
39+£26 56 £5,0%
TGL (mg/dl) =8 )
‘emi 91+23 109 + 2 4%
Glicemia (mg/dl) @6 06
Kitt (%/min) 3.7£0.1 2,7+03*
n=7) n=7)
; 10+02 45+ 12%
Leptina (ng/ml) =4 o4

Os valores estdo apresentados como média = erro da média. Teste ¢ de Student; * diferente de
DP; P < 0,05. HDL: lipoproteina de alta densidade; TGL: triacilglicerois, Kitt (%/min):
percentagem de declinio por minuto da concentracao de glicose no plasma.



47

5.2 Efeitos de 6 semanas de dieta hiperlipidica sobre variaveis cardiovasculares

Conforme podemos observar nas Figuras 2A e 2B, a pressdo arterial média (PAM)
(DH6: 116 = 1 vs. DP6: 106 + 1 mmHg; P <0,01) e a frequéncia cardiaca (FC) (DH6: 362 + 4
vs. DP6: 338 £ 6 bpm; P < 0,01) foram maiores no grupo DH quando comparado ao grupo
controle.

Apbs 6 semanas, o grupo alimentado com DH apresentou reducdo da bradicardia
reflexa quando comparado ao grupo DP (slope: DH6: -0,84 £+ 0,05 vs. DP6: -1,90 + 0,21
bpm/mmHg; P <0,001), porém nao foram encontradas alteracdes na taquicardia reflexa (slope:
DH6: -3,4 £ 0,4 vs. DP6: -4,0 = 0,3 bpm/mmHg; P = 0,22), Figura 2C.

Analisando a variabilidade cardiovascular, foi encontrada maior modulagao
simpatica na pressao arterial [espectro da banda LF da pressao arterial sistolica (PAS)] no grupo
DH (DHe6: 7.4 £ 0,5 vs. DP6: 3,5 £ 0,6 mmng; P < 0,001) (Figura 3A). Além disso,
encontramos maior modulagdo simpatica do intervalo de pulso (IP) (espectro da banda LF do
IP) ap6s 6 semanas de DH [DH6: 37,8 + 2,4 vs. DP6: 21,8 + 2,4 unidades normalizadas (un); P
< 0,001] e menor modulagdo parassimpatica no IP (espectro da banda HF do IP) (DH6: 61,0 +
2.9 vs. DP6: 81,3 = 2,5 un; P < 0,0001), resultando em um aumento no balango simpatovagal

(relagdo LF/HF) do IP (DH6: 0,60 = 0,06 vs. DP6: 0,32 + 0,05 un; P < 0,01), Figuras 3B-D.
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Figura 2. A) Pressao arterial média (PAM), B) frequéncia cardiaca (FC), e C) sensibilidade do
barorreflexo em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) por 6
semanas. Os dados estdo expressos como média + erro da média Teste ¢ de Student; * diferente

de DP; P < 0,05 (n = 8).
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Figura 3. A) Poténcia do espectro da banda de baixa frequéncia (LF) da pressdo arterial
sistolica (PAS), B) poténcia do espectro da banda de baixa frequéncia (LF) do intervalo de
pulso (IP), C) poténcia do espectro da banda de alta frequéncia (HF) do IP, e D) relacdo LF/HF
do IP em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) por 6 semanas.
Teste ¢ de Student; * diferente de DP; P < 0,05 (n = 8).
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5.3 Efeitos de 6 semanas de dieta hiperlipidica sobre a expressio do RNAm de

citocinas e componentes do SRA no NTS.

Apds 6 semanas de DH houve aumento na expressado do RNAm de ECA (DH6:
2,85 £ 0,73 vs. DP6: 1,00 + 0,37 nimero de vezes; P < 0,05) e do receptor AT, (DH6: 2,74 +
0,35 vs. DP6: 1,00 + 0,34 ntimero de vezes; P < 0,01) e uma redu¢do na expressdo do RNAm
dos receptores AT, (DH6: 0,35 £ 0,07 vs. DP6: 1,00 + 0,23 nimero de vezes; P < 0,05) e Mas
(DH6: 0,45 £ 0,07 vs. DP6: 1,00 + 0,22 numero de vezes; P <0,05) no NTS quando comparado
ao grupo controle (Figuras 4A-D). Nao houve alteracdo na expressdo da ECA2 (DH6: 0.55 +
0,16 vs. DP6: 1,00 + 0,20 nimero de vezes; P =0,11), Figura 4E.

Além disso, 6 semanas de DH promoveu maior expressao de RNAm no NTS de
TNF-a (DH6: 3,23 £ 0,83 vs. DP6: 1,00 + 0,22 nimero de vezes; P < 0,05) e IL-6 (DH6: 2,73
+ 0,56 vs. DP6: 1,00 = 0,16 numero de vezes; P < 0,05), Figuras SA-B. A expressao do RNAm
da IL-1B ndo foi diferente do grupo DP (DH6: 1,10 + 0,42 vs. DP6: 1,00 £ 0,25 numero de
vezes; P = 0,83), Figura 5C.
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Figura 4. Expressdao do RNAm no NTS do A) receptor AT, B) receptor AT,, C) receptor Mas,
D) enzima conversora de angiotensina (ECA), e E) enzima conversora de angiotensina 2
(ECA2) em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) por 6 semanas.
Os dados estio expressos como média + erro da média. Teste ¢ de Student; * diferente de DP;
P <0,05 (n=6).



52

v e
O
2

o
o
>
o

@
=)
©
=)

—_

(&)
n

—

(]
1

(numero de vezes)
Expressao RNAm IL-6
(numero de vezes)

Expressao RNAm TNF-« >

e
(=)

e
=

(@)

@
o

N
e

1

Expressao RNAm IL-1B
(numero de vezes)

e
(=)

Figura 5. Expressao do RNAm no NTS do A) fator de necrose tumoral-a (TNF-a), B)
interleucina-6 (IL-6), e C) interleucina-1f (IL-1p) em ratos alimentados com dieta padrao (DP)
ou dieta hiperlipidica (DH) por 6 semanas. Os dados estdo expressos como média + erro da
média. Teste ¢ de Student; * diferente de DP; P < 0,05 (n = 6).
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5.4 Participacio da microglia e de astrdcitos no processo inflamatorio no NTS
Apds 6 semanas o grupo DH apresentou maior imunorreatividade para GFAP
(NTSi: DH: 162 £ 9, vs. DP: 133 + 3; NTSc: DH: 140 + 5, vs. DP: 119 + 5 valores de
cinza/secdo; P < 0,05) (Figura 6B) e maior nimero de células positivas para Iba-1 (NTSi: DH:
23 £2,vs. DP: 16 = 1; NTSc: DH: 24 £2, vs. DP: 17 &+ 1 niimero de células positivas/se¢ao; P
<0,05) (Figura 6C) quando comparados ao grupo DP no NTS intermediario (NTSi) e também
no NTS comissural (NTSc).
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Figura 6. A) Imunoreatividade para GFAP (vermelho) e Iba-1 (verde) no NTS de ratos
alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH)por 6 semanas. Imagens geradas
de magnifica¢do de 10x, barra de escala, 100 um. Em destaque, imagens geradas a partir de
magnificacdo de 40x, barra de escala, 30 um. B) Quantificacdo da area de coloragdo positiva
ao GFAP/secdo (valores de cinza) no NTS, e C) Numero de células positivas para Iba-1/se¢ao
no NTS. Os dados estdo expressos como média + erro da média. Teste ¢ de Student, * diferente
de DP; P < 0,05 (n = 7). NTSi, ntcleo do trato solitario intermediario; NTSc, nucleo do trato
solitario comissural; AP, area postrema; CC, canal central; Gr, nticleo gracil; X, nicleo dorsal
motor do vago; XII, nucleo do hipoglosso.
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5.5 Efeitos do bloqueio do receptor AT; no NTS sobre as alteracoes
cardiovasculares induzidas pela dieta hiperlipidica

Tendo em vista que com 6 semanas de DH observamos maior expressao do mRNA
do receptor AT; no NTS, avaliamos, neste protocolo a participacdo desse receptor nas
alteracdes cardiovasculares induzidas pela DH. Para isso realizamos o bloqueio do receptor AT
no NTS de ratos alimentados com DH por 6 semanas.

O grupo DH apresentou maior PAM basal que o DP (DH-antes LOS: 115 + 2, vs.
DP-antes LOS: 105 = 2 mmHg); [F(1,18) = 7,05; P < 0,05], sem alteragdes na FC (DH-pré
LOS: 308 + 6 vs. DP- pré LOS: 300 £ 7 bpm); [F(1,18) = 0,11; P = 0,74]. O bloqueio dos
receptores AT; no NTS promoveu queda na PAM no grupo DH apoés 30 minutos da
microinjecao bilateral de losartan (DH-ap6s LOS: 107 + 2 vs. DH-pré LOS: 115 + 2 mmHg),
Figura 7A, sem causar alteragdes significantes na FC (DH-ap6s LOS: 299 + 5 vs. DH-pré LOS:
308 £ 6 bpm), Figura 7B. Por outro lado, no grupo DP, o bloqueio do receptor AT, no NTS
ndo alterou a PAM (DP-ap6s LOS: 102 £ 3 vs. DP-pré LOS: 105 + 2 mmHg) ou a FC (DP-apos
LOS: 312 + 10 vs. DP-pré LOS: 300 + 7 bpm) (ambos P > 0,05), Figuras 7A e 7B.

A Tabela 4 mostra que os animais que tiveram as canulas implantadas em éareas
adjacentes ao NTS ndo apresentaram redu¢ao na PAM [F(1,16) =0,24; P=0,62] ou FC [F(1,16)
=4,15; P = 0,058] apds a microinje¢ao bilateral de losartan.

O bloqueio do receptor AT; no NTS restabeleceu a bradicardia reflexa que estava
atenuada nos animais alimentados com DH (slope: DH-pré LOS: -0,81 + 0,13 vs. DP-pré LOS:
-1,95+0,16; DH-apo6s LOS: -1,29 + 0,17 vs. DP-ap6s LOS: -1,80 = 0,17 bpm/mmHg); [F(1,18)
= 27,36; P < 0,05], Figura 7C. Nao houve diferenca entre os grupos na taquicardia reflexa
(slope: DH-pré LOS: -2,87 + 0,34 vs. DP-pré LOS: -3,97 + 0,34; DH-ap6s LOS: -3,56 = 0,73
vs. DP-apo6s LOS: -4,07 + 0,49 bpm/mmHg); [F(1,18) =2,40; P = 0,22].

Analisando a variabilidade cardiovascular, observamos que o bloqueio do receptor
AT; no NTS promoveu uma reducdo na LF da PAS em ratos alimentados com DH (DH-pré
LOS: 9,26 £+ 0,85 vs. DP-pré LOS: 4,94 + 0,64; DH-p6s LOS: 6,57 + 0,67 vs. DP-p6s LOS:
4,71+ 1,01 mmng) [F (1,18) =14,51; P <0,01], Figura 8A. Além disso, houve uma redu¢ao
da LF do IP (DH-pré LOS: 42 + 4 vs. DP-pré LOS: 25 + 4; DH-p6s LOS: 30 + 3 vs. DP-pos
LOS: 25+ 3 un) [F (1,18) = 8,28; P <0,001] e aumento da HF do IP (DH-pré LOS: 57 =4 vs.
DP-pré LOS: 75 + 4; DH-p6s LOS: 69 + 3 vs. DP-p6s LOS: 72 £ 4 un) [F (1,18) = 6,03; P <
0,05], resultando em uma reducdo do balanco simpatovagal (relagdo LF/HF) do IP em ratos
alimentados com DH (DH-pré LOS: 0,83 = 0,01 vs. DP-pré LOS: 0,39 + 0,09; DH-p6s LOS:
0,57 £ 0,08 vs. DP-pos LOS: 0,37 = 0,07), [F (1,18) = 8,57; P < 0,05], Figuras 8B-D.
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Figura 7. Alteracdes na A) pressdo arterial média (PAM), B) frequéncia cardiaca (FC), e C)
sensibilidade do barorreflexo em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica
(DH) pré e apds losartan (LOS; 10 pg/100 nl) bilateralemente no NTS. Os dados estdo
expressos como média + erro da média. Andlise de variancia de duas vias seguida do teste de
Student-Newman-Keuls; * diferente de DP; # diferente de DH-pré LOS; P <0,05. DP (n=5) ¢

DH (n =6).
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Tabela 4. PAM e FC pré e apds a microinjecao bilateral de losartan (LOS) em areas adjacentes
ao NTS em ratos alimentados com dieta padrdo (DP) ou dieta hiperlipidica (DH).

DP-pré LOS DH-pré LOS DP-apos LOS DH-apos LOS

PAM 103 +1 111 +£1 108+ 5 109 £ 1
(mmHg)
%
FC (bpm) 300+ 16 291+ 10 353+ 23 299+ 10

Todos os valores estdo apresentados como média + EPM, ANOVA de duas vias seguida do
teste Student-Newman-Keuls test, * diferente de DP-apds LOS; P < 0,05. DP (n=4) e DH (n
= 6). PAM: pressao arterial média; FC: frequéncia cardiaca.
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Figura 8. Alteracdes na A) poténcia do espectro da banda de baixa frequéncia (LF) da pressao
arterial sistolica (PAS), B) poténcia do espectro da banda de baixa frequéncia (LF) do intervalo
de pulso (IP), C) poténcia do espectro da banda de alta frequéncia (HF) do IP, e D) relagao
LF/HF do IP em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) pré e
apos losartan (LOS; 10 ng/100 nl) bilateralmente no NTS. Os dados estdo expressos como
média + erro da média. Analise de variancia de duas vias seguida do teste de Student-Newman-
Keuls; * diferente de DP; # diferente de DH-pré LOS; P < 0,05. DP (n =5) e DH (n=6).
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5.6 Microinjecoes no NTS intermediario

Figura 9. Fotomicrografia de corte coronal do bulbo de um animal representativo do grupo,
demonstrando o local das microinje¢des bilaterais no NTS intermediério. Barra de escala = 500
pm. NTS, NTS intermediario; AP, area postrema; CC, canal central; X, niicleo dorsal motor do
vago; XII, nucleo do hipoglosso.
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5.7 Efeitos da super-expressiao de receptores AT, no NTS sobre as alteracées na
adiposidade, metabolismo e sistema cardiovascular induzidas pela dieta

hiperlipidica

5.7.1 Efeitos da super-expressdao de receptores AT, no NTS sobre a massa
corporal, adiposidade e parametros metabolicos em ratos alimentados
com dieta hiperlipidica

Apbs 6 semanas de DH (3 semanas ap6s injecdo do vetor viral) tanto os animais
com vetor DH-AT, ou DH-eGFP apresentaram maior massa corporal [F(3,21) = 10,17; P <
0,05], bem como maior peso relativo dos tecidos adiposos EPI [F(3,21) = 18,00; P <0,01], RET
[F(3,21) = 32,92; P < 0,0001] e MES [F(3,21) = 17,19; P < 0,01] quando comparados aos
respectivos grupos controle tratados com DP (Tabela 5).

Além disso, ambos os grupos alimentados com DH exibiram maiores niveis de
colesterol total [F(3,21) =18,47; P <0,001], TGL [F(3,21)=13,10; P <0,01] e leptina [F(3,15)
=24,58; P <0,0001] no sangue. Nao foram encontras diferencas entre os grupos nos niveis de

HDL [F(3,21) = 1,04; P = 0,40], Tabela 5.
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Tabela 5. Adiposidade e parametros metabdlicos em ratos alimentados com dieta padrdo (DP)
ou dieta hiperlipidica (DH) com transducdo no nucleo do trato solitario de eGFP (DP-eGFP e

DH-eGFP) ou AT, (DP-AT; ¢ DH-AT)).

DP-eGFP  DH-eGFP DP-AT, DH-AT,
387+ 13 471 + 9* 393+ 12 440 + 13*
Massa corporal (g) (n=6) =7 (n=5) =7
Tecido adiposo epididimal 0,35+0,03 091+0,07* 0,45+0,06 0,80+ 0,06*
(g/100 g massa corporal) (n=16) (n=7) (n=35) (n=7)
Tecido adiposo retroperitoneal (043+0,03 1,18+0,08% 0,47+0,05 1,16+ 0,08%
(g/100 g massa corporal) (n=16) (n=7) (n=35) (n=7)
Tecido adiposo mesentérico 044 +0,05 0,83+0,06* 0,39+0,03 0,70 +0,03*
(g/100 g massa corporal) (n=16) (n=7) (n=35) (n=7)
Colesterol total (mg/dl) 6éli 237 9325227’;5 * 681i ?34 86(::3’72)3*
HDL (mg/dl) 38+2,3 38+3,3 34+22 40+ 1,5
(n=6) (n=7) (n=>5) (n=7)
TGL (mg/dl) 54+ 4.4 79 +2,9% 51+3,9 84+ 6,1%*
(n=16) (n="7) (n=5) (n="7)
Leptina (ng/ml) 0,48+0,12 1,89+0,20% 0,39+0,05 2,55+0,28%
(n=4) (n=16) (n=4) (n=5)

Todos os valores estdo apresentados como média + EPM, ANOVA de uma via seguida do teste
Student-Newman-Keuls test, * diferente dos grupos DP; P < 0,05. HDL: lipoproteina de alta
densidade; TGL: triacilglicerdis, Kitt (%/min): percentagem de declinio por minuto da

concentragdo de glicose no plasma.
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5.7.2  Efeitos da super-expressdo de receptores AT> no NTS sobre a PAM, FC
e barorreflexo em ratos alimentados com dieta hiperlipidica

Foi observado que a PAM dos ratos DH foi maior do que a observada nos ratos DP

a partir da 3* semana da dieta [F(3,140) = 15,12; P <0,001], independente da transdugdo génica

no NTS. Ou seja, a super-expressao de receptores AT,, no NTS de ratos DH ndo promoveu

redu¢do da PAM. No ciclo escuro, exceto na semana 3* semana ap6s o inicio da DH, ndo foram

encontradas diferengas significativas ao longo das semanas na PAM entre os grupos
experimentais [F(3,140) = 9,82; P < 0,05], Figuras 10A e10C.

Com relacdo a FC, a DH induziu um aumento significativo nesta variavel a partir

da 1* - 2* semana ap6s o inicio da DH [F(3,140) =34,62; P < 0,001]. Porém, diferente da PAM,

uma semana apoés a transfecgdo viral, observamos que no grupo DH-AT; houve uma reducao

da FC a valores semelhantes aos animais DP (P < 0,05), Figura 10B e 10D.



63

-/\-DP-eGFP - DH-eGFP -[_]-DP-AT, -ll}- DH-AT,

CICLO CLARO CICLO ESCURO
A 105- B 115+
° °
T 951 E 1054
£
E E
s . 2 95
g 85 :
754 . . T . . . 854+ T T - v - -
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Semanas Semanas
C .. D ...
E 3404 T 420-
o o
) s
£ 3101 £ 380
280 Ll L) LJ L L] L) L) 340 Ll Ll Ll L] L L2 L2
0 1 2 3 4 5 & 0 1 2 3 4 5 6
Semanas Semanas

Figura 10. A) Pressdo arterial média (PAM) e C) frequéncia cardiaca (FC) no ciclo claro, e B)
PAM e D) FC no ciclo escuro em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica
(DH) com transdugdo no nucleo do trato solitdrio de eGFP (DP-eGFP ¢ DH-eGFP) ou AT,
(DP-AT;, e DH-AT;). Momento da injecdo estd indicado pela seta. Os dados estdo expressos
como média + erro da média. Andlise de variancia de duas vias seguida do teste de Student-
Newman-Keuls; * diferente de basal, # diferente de DP, § diferente de DH-eGFP; P <0,05. DP-

eGFP, DH-eGFP e DP-AT; (n = 6), DH-AT, (n = 6).
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Em outro grupo experimental, onde foi feita a medida da PAM e FC 6 semanas apos
a DH, ou seja, 3 semanas ap0s a transfec¢@o viral, observamos que os aumentos da PAM em
ratos DH comparados com seu grupo controle (DH-eGFP: 111 + 1, vs. DP-eGFP: 102 + 1
mmHg) [F(3,21) =4,99; P <0,01], ndo foram alterados pela super-expressao de AT, no NTS
(DH-AT,: 106 £ 3, vs. DH-eGFP: 111+ ImmHg, P = 0,24), Figura 11A. A FC também foi
maior nos animais DH-eGFP comparado ao grupo alimentado com DP (379 + 6, vs. DP-eGFP:
346 = 4 bpm) e a super-expressdo do receptor AT, no NTS atenuou esse aumento (DH-AT,:
340 + 5, vs. DH-eGFP: 379 + 6 bpm) [F(3,21) = 16,68; P < 0,001], Figura 11B. A super-
expressao de receptores AT, no NTS ndo alterou a PAM de animais alimentados com DP (DP-
AT;: 99 £ 3, vs. DP-eGFP: 102 + 1 mmHg; P = 0,097), tampouco a FC (DP-AT,: 325 + 3, vs.
DP-eGFP: 346 + 4 mmHg; P = 0,058), Figura 11A e B.

A atenuac¢ao da bradicardia reflexa observada em ratos DH-eGFP (-0,78 + 0,09, vs.
DP-eGFP: -1,31 £ 0,09 bpm/mmHg) [F(3,21) = 4,39; P < 0,05] foi restaurada ap6s a super-
expressdo do receptor AT, no NTS (DH-AT,: -1,19 £ 0,06 vs. DH-eGFP: -0,78 + 0,23
bpm/mmHg, P < 0,05). Nos grupos com DP, ndo houve alteragdo na bradicardia reflexa com a
super-expressao de receptores AT, no NTS (P = 0,86). Nao houve diferenca entre os grupos na
taquicardia reflexa (slope: DH-eGFP: -2,86 + 0,18 vs. DP-eGFP: -2,54 + 0,12; DH-AT,: -3,18
+ 0,25 vs. DP-AT,: -2,66 £+ 0,15 bpm/mmHg) [F(3,21) = 2,04; P = 0,13), Figura 11C.

Analisando a variabilidade cardiovascular, o aumento na LF da PAS nos ratos DH-
eGFP (DH-eGFP: 11,33 + 1,35, vs. DP-eGFP: 4,29 + 0,40 mmHg2), foi atenuado no grupo
DH-AT, (DH-AT,: 8,15 + 0,90, vs. DP-AT,: 4,05 £ 0,68 mmHg?), [F(3,21) = 12,64; P < 0,05],
Figura 12A. O aumento no LF do IP dos ratos DH (DH-GFP: 34,71 £ 4,17, vs. DP-GFP: 22,67
+ 0,98 um) [F(3,21) = 4,82; P < 0,05] e do balango simpatovagal (relacio LF/HF; DH-eGFP:
0,60+ 0,10, vs. DP-eGFP: 0,31 +£0,01) [F(3,21) =4,73; P <0,05], foi totalmente bloqueado em
ratos DH-AT, (DH-AT;: 24,86 £ 1,26, vs. DP-AT,: 21,80 + 2,93 un) e (DH-AT,: 0,36 + 0,03,
vs. DP-AT;: 0,30 £ 0,05), respectivamente. A redug¢do do HF do IP nos ratos DH (DH-eGFP:
65,29 + 4,17, vs. DP-eGFP: 77,67 £ 1,02 un) [F(3,21) = 4,92; P <0,05], foi bloqueada nos ratos
DH-AT; (75,14 £ 1,26, vs. DP-AT,: 78,20 £+ 2,93 un), Figuras 12B-D.
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Figura 11. Alteragdes na A) pressao arterial média (PAM), B) frequéncia cardiaca (FC), e C)
sensibilidade do barorreflexo em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica
(DH) com transdugdo no nucleo do trato solitdrio de eGFP (DP-eGFP ¢ DH-eGFP) ou AT,
(DP-AT; e DH-AT,). Os dados estdo expressos como média + erro da média. Analise de
variancia de uma via seguida do teste de Student-Newman-Keuls; * diferente de DP; # diferente
de DH-eGFP; P < 0,05. DP-eGFP (n = 6), DH-eGFP (n = 7), DP-AT; (n = 5) e DH-AT, (n =

7).
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Figura 12. Alteragdes na A) poténcia do espectro da banda de baixa frequéncia (LF) da pressao
arterial sistolica (PAS), B) poténcia do espectro da banda de baixa frequéncia (LF) do intervalo
de pulso (IP), C) poténcia do espectro da banda de alta frequéncia (HF) do IP, e D) relagao
LF/HF do IP em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) com
transducdo no nucleo do trato solitdrio de eGFP (DP-eGFP ¢ DH-eGFP) ou AT, (DP-AT; e
DH-AT>). Os dados estdo expressos como média + erro da média. Analise de varidncia de uma
via seguida do teste de Student-Newman-Keuls; * diferente de DP; # diferente de DH-eGFP; P
<0,05. DP-eGFP (n = 6), DH-eGFP (n = 7), DP-AT, (n=15) e DH-AT, (n= 7).
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5.7.3  Efeitos da super-expressdo de AT, no NTS sobre a expressdo do RNAm
de componentes do SRA e de citocinas no NTS de ratos alimentados com
dieta hiperlipidica

O grupo DH-eGFP apresentou uma tendéncia em aumentar a expressao do RNAm
do receptor AT, (DH-eGFP: 1,31 + 0,20, vs. DP-eGFP: 1,00 = 0,02 numero de vezes), [F(3,14)
=2,97; P=0,06] e da enzima ECA (DH-eGFP: 1,46 + 0,43, vs. DP-eGFP: 1,00 £+ 0,07 nimero
de vezes), [F(3,14) = 1,16; P = 0,35], mas as diferencas ndo foram significativas. A super-
expressao do receptor AT, ndo alterou a expressdo do RNAm do receptor AT, (DH-AT; 0,83 +
0,11, vs. DP-AT,: 0,80 + 0,10) ou ECA (DH-AT; 0,83 + 0,05, vs. DP-AT»: 0,97 + 0,13) no
NTS em nenhum grupo experimental.

Como era esperado, a expressao do RNAm do receptor AT, no NTS foi maior nos
grupos AT, (DH-AT, 1,70 £ 0,08, vs. DH-eGFP: 0,99 + 0,08; DP-AT, 1,63 + 0,11, vs. DP-
eGFP: 1,00 £ 0,08 nimero de vezes), [F(3,14) = 18,05; P <0,001]. A super-expressao de AT,
no NTS promoveu maior expressao do receptor Mas no NTS em animais alimentados com DP
e DH (DH-AT; 1,47 £+ 0,19, vs. DH-eGFP: 0,90 + 0,11; DP-AT,: 1,87 + 0,13, vs. DP-eGFP:
1,00 £+ 0,04 ntimero de vezes), [F(3,14) = 12,17; P < 0,05]. Nao foram encontradas diferengas
entre os grupos na expressao do RNAm da ECA2 no NTS (DH-AT; 1,39 + 0,23, vs. DH-eGFP:
1,13 £ 0,13; DP-AT,: 1,57 £ 0,18, vs. DP-eGFP: 1,00 + 0,06 nimero de vezes), [F(3,14) =
12,17; P <0,05], Figura 13.

Animais DH-eGFP apresentaram maior expressdo do RNAm de TNF-a no NTS
comparado ao grupo controle (DP-eGFP) e a super-expressdo de AT, no NTS atenuou essa
resposta (DH-eGFP: 1,42 £ 0,13, vs. DH-AT,: 1,03 + 0,08), enquanto que no grupo DP a super-
expressdao de AT, ndo alterou a expressao desta citocina (DP-AT,: 1,02 + 0,07, vs. DP-eGFP:
1,00 £+ 0,06 numero de vezes) [F(3,14) = 4,38; P < 0,05]. Nao foram encontradas diferencas
entre os grupos na expressao do RNAm da IL-6 (DH-eGFP: 1,22 + 0,16, vs. DP-eGFP: 1,00 £
0,07; DH-AT>: 1,14 £ 0,19, vs. DP-AT,: 1,57 + 0,25 namero de vezes) [F(3,14) = 1,92; P =
0,17] no NTS, Figura 14.
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Figura 13. Alteragdes na expressdo do RNAm no NTS do A) receptor AT, B) receptor AT,
C) receptor Mas, D) enzima conversora de angiotensina (ECA) E) enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2) em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH)
com transdug¢do no nucleo do trato solitario de eGFP (DP-eGFP e DH-eGFP) ou AT, (DP-AT;
e DH-AT;). Os dados estdo expressos como média + erro da média. Andlise de variancia de
uma via seguida do teste de Student-Newman-Keuls; * diferente de DP; # diferente de DH-
eGFP; § diferente de DP-eGFP; P <0,05. DP-eGFP (n =4), DH-eGFP (n=5), DP-AT, (n=4)
e DH- AT, (n=4).
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Figura 14. Alteracdes na expressao do RNAm no NTS do A) fator de necrose tumoral (TNF-
a), ¢ B) interleucina 6 (IL-6) em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica
(DH) com transdugdo no ntucleo do trato solitdrio de eGFP (DP-eGFP ¢ DH-eGFP) ou AT,
(DP-AT; e DH-AT;). Os dados estdo expressos como média + erro da média. Analise de
variancia de uma via seguida do teste de Student-Newman-Keuls; * diferente de DP; # diferente
de DH-eGFP; P < 0,05. DP-eGFP (n =4), DH-eGFP (n =5), DP-AT, (n =4) e DH- AT, (n =
4).
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5.8 Efeitos do treinamento de forca sobre as alteracdoes na adiposidade,

metabolismo e sistema cardiovascular induzidas pela dieta hiperlipidica

5.8.1 Efeitos do treinamento de for¢a sobre a massa corporal e CCVM em
ratos alimentados com dieta hiperlipidica
A massa corporal foi medida semanalmente e a CCVM foi ajustada a cada duas
semanas para garantir que a intensidade do exercicio fosse mantida entre 50-60% durante as 10
semanas de treinamento de for¢ca (TF) e para comparar a intensidade relativa entre os grupos
DP e DH. A massa corporal inicial foi similar entre todos os grupos experimentais e todos os
grupos apresentaram aumento similar na massa corporal até a 8°. semana de TF (5 semanas de
DH). Ap6s 9 semanas de TF (6 semanas de DH) o grupo SED-DH apresentou maior massa
corporal quando comparado ao grupo SED-DP, apds 10 semanas de TF (7 semanas de DH)
ambos os grupos alimentados com DH (SED-DH e TF-DH) apresentaram maior massa corporal
quando comparados aos respectivos grupos controle (SED-SD e TF-SD) [F(3,352) = 16,94; P
<0,0001], Figura 15A.
A CCVM foi similar entre todos os grupos no inicio do treinamento (semana 0). O
TF aumentou a CCVM igualmente nos grupos DP e DH apds 4 semanas de treinamento e até o
final do periodo experimental [F(3,80) = 72,18; P < 0,0001], Figura 15B. O nimero de
escaladas por sessao de TF nao foi diferente entre os grupos (TF-DH: 16,8 + 0,3 vs. TF-DP:
16,9 + 0,3 escaldas por sessdo) [F(1,232) = 1,05; P = 0,30], Figura 15C.
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Figura 15. A) Massa corporal, B) capacidade de carregamento voluntaria maxima (CCVM), e
C) média do niamero de escalas por sessdo de treinamento de for¢a em ratos alimentados com
dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) sedentarios ou que realizaram 10 semanas de
treinamento de for¢a. A barra indica o periodo de administracdo da DH. Analise de varidncia
de duas vias seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (Figuras A e B); Teste ¢ de Student
(figura C). * diferente dos grupos DP; # Diferente da semana 0; P < 0,05. Em A) (n =9) em
todos os grupos e, em B) e C) (n = 5) em todos os grupos.
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5.8.2 Efeitos do treinamento de for¢ca sobre a adiposidade e alteracoes
metabdlicas em ratos alimentados com dieta hiperlipidica

Ap6s 10 semanas de TF (7 semanas de DH), ambos os grupos alimentados com DH

exibiram maior peso relativo dos tecidos adiposos EPI, RET e MES [F(3,24) = 7,07, P < 0,01;

F(3,24) =16,90, P <0,0001; e F(3,24) = 9,04, P < 0,001, respectivamente], Tabela 6. Os niveis

de colesterol total [F(3,16) = 8,24; P <0,01] TGL [F(3,16) = 5,86; p < 0,01] no sangue também

foram maiores nos grupos alimentados com DH sedentdrios. O TF preveniu o aumento do
colesterol total em ratos alimentados com DH (Tabela 6).

O grupo SED-DH apresentou maior glicemia de jejum [F(3,28) = 3,20, P <0,05] e

niveis de insulina plasmatica [F(3,20) = 8.34, P < 0,001], bem como menor sensibilidade a

insulina [F(3,31) = 4,84, P < 0,01]. O TF preveniu o aumento da glicemia e a reducdo da

sensibilidade a insulina e diminuiu discretamente os niveis de insulina (ndo diferente

estatisticamente), Tabela 6.
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Tabela 6. Adiposidade e medidas plasmaticas em ratos sedentdrios alimentados com dieta
padrdo (SED-DP), ratos sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica (SED-DH), ratos

treinados em forca alimentados com dieta padrdo (TF-DP), e ratos treinados em forga
alimentados com dieta hiperlipidica (TF-DH)

SED-DP SED-DH TF-DP TF-DH
Tecido adiposo epididimal 0,40 £0,05 0,68+0,09%* 035+0,01 0,62 +0,05%
(g/100 g massa corporal) (n=7) (n=7) (n=28) (n=10)
Tecido adiposo retroperitoneal  045+0,04 1,02+0,14* 049+0,14 1,20+ 0,08*
(g/100 g massa corporal) (n=7) (n=7) (n=28) (n=10)
Tecido adiposo mesentérico 0,40 £0,05 0,65+0,08* 041+0,03 0,76+ 0,05%
(g/100 g massa corporal) (n=7) (n=7) (n=28) (n=10)
#
Colesterol total (mg/dl) 55+3.4 107+ 14,1* 64 +3,1 80+ 5,6
(n=5) (n=5) (n=5) (n=75)
HDL (mg/dI) 31+2,8 31+3,0 34+3,7 32432
(n=15) (n=35) (n=15) (n=15)
TGL (mg/dI) 46+1,3 70 + 4,5% 57+4,5 56 +4.,6
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
#
(n=3) (n=3) (n=9) (n=10)
#
Kitt (%/min) 4,62+£033  3,35+£026* 501046 517+035
(n=3) (n=23) (n=9) (n=10)
Insulina (ng/ml) 0,63+0,17 1,45+0,11* 0,61+0,13  1,13+0,13*
(n=06) (n=6) (n=06) (n=06)

Todos os valores estdo apresentados como média £ EPM, Andlise de variancia de uma via
seguida do teste Student-Newman-Keuls test, * Diferente dos grupos DP; # Diferente de SED-
DH; P < 0,05. HDL: lipoproteina de alta densidade; TGL: triacilglicerois, Kitt (%/min):
percentagem de declinio por minuto da concentracao de glicose no plasma.
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5.8.3 Efeitos do treinamento de for¢ca sobre a PAM, FC, sensibilidade do
barorreflexo e variabilidade cardiovascular em ratos alimentados com
dieta hiperlipidica

Para testar se o TF poderia prevenir as alteragcdes cardiovasculares induzidas pela
DH, foram avaliadas a PAM, a FC, a sensibilidade do barorreflexo e a variabilidade
cardiovascular. Depois de 10 semanas de TF (7 semanas de DH), os ratos sedentarios
alimentados com DH exibiram maior PAM (SED-DH: 119 £ 1, vs. SED-DP: 107 = 2 mmHg),
Figura 16A. O TF preveniu o aumento na PAM induzido pela DH (TF-DH: 109 = 2 mmHg),
e ndo alterou esse parametro em ratos alimentados com DP (TF-DP: 106 = 4 mmHg) [F(3,28)
=4,46; P <0,05], Figura 16A. O grupo SED-DH também apresentou maior FC (SED-DH: 370
+ 7, vs. SED-DP: 341 £+ 3 bpm). O TF também preveniu essa resposta (TF-DH: 336 = 11 bpm).
Porém o TF nao alterou a FC em ratos alimentados com DP (TF-DP: 339 + 12 bpm) [F(3,28)
=3,73; P <0,05], Figura 16B.

A bradicardia reflexa em resposta a ativagdo do barorreflexo foi comprometida em
ratos sedentarios alimentados com DH (slope: SED-DH: -1,24 + 0,15, vs. SED-DP: -2,38 +
0,22 bpm/mmHg). O TF preveniu esse efeito deletério induzido pela DH (slope: TF-DH: -2,76
+ 0,23 bpm/mmHg), sem alterar a resposta de bradicardia reflexa em ratos alimentados com DP
(slope TF-DP: - 2,41 + 0,19 bpm/mmHg), [F(3,24) = 10,02; P <0,001], Figura 15C. A ativacao
da resposta de taquicardia do barorreflexo foi similar entre todos os grupos (slope: SED-DH: -
3,88 £ 0,54, vs. SED-DP: -4,36 £ 0,57; TF-DH: -4,21 + 0,43, vs. TF-DP: -4,83 £ 0,57 [F(3,24)
=0,46; P =0,71], Figura 16C.

A andlise da variabilidade cardiovascular demonstrou maior LF da PAS no grupo
alimentado com DH sedentario (SED-DH: 8,49 + 0,59, vs. SED-DP: 4,96 + 0,37 mmng),
[F(3,26) =4,70; P <0,01], maior LF do IP [SED-DH: 45 + 2, vs. SED-DP: 22 + 1 un], [F(3,26)
=14,98; P < 0,0001], maior relagao LF/HF do IP (SED-DH: 0,77 + 0,07, vs. SED-DP: 0,29 +
0,02), [F(3,26) = 18,13; P <0,0001] ¢ menor HF do IP (SED-DH: 57 + 2, vs. SED-DP: 78 + 2
un), [F(3,26) = 6,91; P <0,01]. O TF preveniu as alteragdes na LF da PAS (RT-HFD: 6,29 +
1,06 mmHg?), LF do IP (TF-DH: 34 + 3 un), relagdo LF/HF do IP (TF-DH: 0,58 + 0,03) ¢ HF
do IP (TF-DH: 69 + 5 un) em ratos alimentados com DH (Figura 17).
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Figura 16. Alteragdes na A) pressao arterial média (PAM), B) frequéncia cardiaca (FC), e C)
sensibilidade do barorreflexo em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica
(DH) sedentarios ou que realizaram 10 semanas de treinamento de forca. Os dados estdo
expressos como média + erro da média. Andlise de variancia de uma via seguida do teste de
Student-Newman-Keuls; * diferente de DP; # diferente de SED-DH; P <0,05. Em A) e B) SED-

DP e SED-DH (n=9), TF-DP e TF-DH (n = 7).
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Figura 17. Alteracdes na A) poténcia do espectro da banda de baixa frequéncia (LF) da pressao
arterial sistolica (PAS), B) poténcia do espectro da banda de baixa frequéncia (LF) do intervalo
de pulso (IP), C) poténcia do espectro da banda de alta frequéncia (HF) do IP, e D) relagao
LF/HF do IP em ratos alimentados com dieta padrdo (DP) ou dieta hiperlipidica (DH)
sedentarios ou que realizaram 10 semanas de treinamento de for¢a. Os dados estdo expressos
como média + erro da média. Andlise de variancia de uma via seguida do teste de Student-
Newman-Keuls; * diferente de DP; # diferente de SED-DH; P < 0,05. SED-DP (n =9), SED-

DH, TF-DP e TF-DH (n = 7).
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5.8.4 Efeitos de treinamento de for¢ca sobre a expressdo do RNAm de
componentes do SRA e de citocinas no NTS de ratos alimentados com
dieta hiperlipidica

Buscando os mecanismos envolvidos nos efeitos positivos induzidos pelo TF no
sistema cardiovascular, avaliamos as altera¢cdes nos componentes do SRA e de citocinas no
NTS de ratos alimentados com DH. Ratos sedentarios alimentados com DH apresentaram maior
expressao do RNAm do receptor AT; (SED-DH: 3,10 £ 0,12, vs. SED-DP: 1,00 + 0,06 nimero
de vezes), [F(3,13) =25,69; P <0,0001] e menor expressdo do RNAm do receptor AT, no NTS
(SED-DH: 0,68 £ 0,11, vs. SED-DP: 1,00 + 0,07 nimero de vezes), [F(3,13) =4,97; P <0,05].
O TF preveniu a redugdo na expressao do receptor AT, (TF-DH: 1,01 + 0,05 nimero de vezes),
mas ndo o aumento do receptor AT, (TF-DH: 3,68 + 0,42 numero de vezes). Em ratos treinados
alimentados com DH a expressdo do RNAm do receptor Mas no NTS foi maior quando
comparada aos animais sedentarios alimentados com a mesma dieta (TF-DH: 1,55 + 0,19, vs.
SED-DH: 0,70 + 0,11 nimero de vezes), [F(3,13) = 4,72; P < 0,05]. Em ambos os grupos
treinados, a expressdo do RNAm da ECA2 no NTS foi maior quando comparados aos
respectivos grupos controle (TF-DH: 2,62 + 0,23, vs. SED-DH: 0,89 + 0,06; TF-DP: 3,45 +
0,64, vs. SED-DP: 1,00 = 0,06 nimero de vezes), [F(3,13) = 13,49; P < 0,001]. Nao foram
encontradas diferengas entre os grupos na expressdo do RNAm da enzima ECA no NTS (SED-
DH: 1,51 £ 0,46, vs. SED-DP: 1,00 + 0,08; TF-DH: 1,10+ 0,15, vs. TF-DP: 0,86 + 0,05 nimero
de vezes) [F(3,13) = 1,27; P = 0,32], Figura 18.

O grupo sedentario alimentado com DH exibiu maior expressdao do RNAm de TNF-
o (SED-DH: 1,90 + 0,26, vs. SED-DP: 1,00 £ 0,07 numero de vezes), [F(3,13) =4,07; P <0,05]
e IL-1B no NTS (SED-DH: 2,31 + 0,13, vs. SED-DP: 1,00 + 0,10 nimero de vezes), [F(3,13)
=7,53; P <0,01] e menor expressdao do RNAm de IL-10 no NTS (SED-DH: 0,50 + 0,04, vs.
SED-DP: 1,00 + 0,10 nimero de vezes), [F(3,13) = 11,30; P = 0,001]. O TF preveniu as
alteracdes na expressdao de TNF-a (TF-DH: 1,15 + 0,25 nimero de vezes), IL-1p (TF-DH: 1,10
+ 0,27 nimero de vezes) e IL-10 no NTS (TF-DH: 1,04 + 0,69 numero de vezes). A expressao
do RNAm da IL-6 no NTS foi similar entre os grupos (SED-DH: 1,55 + 0,40, vs. SED-DP:
1,00 £ 0,15; TF-DH: 0,82 + 0,26, vs. TF-DP: 0,87 £+ 0,14 nimero de vezes) [F(3,13) =1,57; P
= 0,24] Figura 19.
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Figura 18. Alteracdes na expressdo do RNAm no NTS do A) receptor AT, B) receptor AT,
C) receptor Mas, D) enzima conversora de angiotensina (ECA), e E) enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2) em ratos alimentados com dieta padrao (DP) ou dieta hiperlipidica (DH)
sedentarios ou que realizaram 10 semanas de treinamento de for¢a. Os dados estdo expressos
como média + erro da média. Andlise de variancia de uma via seguida do teste de Student-
Newman-Keuls; * diferente de DP; # diferente de SED-DH; § diferente de SED-DP; P < 0,05.
SED-DP, SED-DH e TF-DP (n = 4), TF-DH (n = 5).
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Figura 19. Alteragdes na expressdo do RNAm no NTS de A) fator de necrose tumoral-o (TNF-
a), B) interleucina-6 (IL-6), C) interleucina-1p (IL-1B), e D) interleucina-10 (IL-10) em ratos
alimentados com dieta padrdo (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) sedentarios ou que realizaram
10 semanas de treinamento de forca. Os dados estdo expressos como média + erro da média.
Andlise de variancia de uma via seguida do teste de Student-Newman-Keuls; * diferente de DP;
# diferente de SED-DH; § diferente de SED-DP; P < 0,05. SED-DP, SED-DH e TF-DP (n =4),
TF-DH (n =5).
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6 DISCUSSAO

Na presente investigacao, observou-se que ratos alimentados com DH apresentaram
aumento da PAM, aumento da modulacdo simpatica na PAS (um indice da atividade simpatica
vasomotora), do balango simpatovagal do IP e comprometimento da bradicardia reflexa do
barorreflexo. Além disso, um aumento na expressdo do RNAm de citocinas pro-inflamatorias
e um desequilibrio na expressao do RNAm dos componentes das vias pressora e protetora do
SRA também foram encontrados no NTS de ratos alimentados com DH. O bloqueio do receptor
AT; no NTS, diminuiu a PAM, aumentou a sensibilidade do barorreflexo, diminuiu a
modulacdo simpatica da PAS e o balango simpatovagal do IP em ratos alimentados com DH.
J& a super-expressao do receptor AT, no NTS reduziu a FC e o balango simpatovagal do IP a
niveis semelhantes aos ratos alimentados com DP e reduziu parcialmente a modulagao
simpatica da PAS. Além disso, a super-expressdo do receptor AT, no NTS aumentou a
expressao do RNAm do receptor Mas e reduziu a expressdo da citocina pro-inflamatoria TNF-
a no NTS. Por fim, evidenciamos que o TF preveniu as alteragdes cardiovasculares induzidas
pela DH e essas respostas foram associadas com uma reducdo na expressao do RNAm de
citocinas pro-inflamatdrias, aumento na expressao do RNAm de uma citocina anti-inflamatoria
e de componentes da via protetora do SRA no NTS.

Estudos epidemiologicos indicam que o consumo de DH estd diretamente
correlacionado com sobrepeso, obesidade abdominal e distirbios metabolicos, como a
resisténcia a insulina e altera¢des no perfil lipidico (George ef al., 1990; Tucker et al., 1992).
Também ja esta bem estabelecido que o excesso de tecido adiposo resulta em uma disfungao
nesse tecido, caracterizada microscopicamente por adipécitos hipertrofiados e o aumento da
infiltracdo de macrofagos e funcionalmente por mudangas marcantes na secrecdo de acidos
graxos livres, leptina e adipocinas pro-inflamatdrias como TNF-a e IL-6 (Dorresteijn et al.,
2012; Rodriguez et al., 2015). Essas anormalidades metabdlicas sdo fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e diabetes tipo II (Hanson et al., 2002; Hunt et
al., 2004). Nossos resultados indicaram um aumento de massa corporal e da adiposidade, além
de alteragdes no perfil lipidico e aumento nos niveis plasmaticos de leptina em ratos
alimentados com DH por 6 semanas. Além disso, houve ainda uma redugdo na sensibilidade a
insulina culminando em maior glicemia. Esses resultados estdo em linha com outros achados
que indicam que o consumo de DH estd associado com um acumulo excessivo de tecido

adiposo, aumento da glicemia, redugdo da sensibilidade a insulina e aumento dos niveis de



81

leptina plasmatica em ratos (Despres et al., 2006; Erdos et al., 2011; Fardin et al., 2012; Speretta
etal.,2012; Leite et al., 2013).

Somente o excesso de tecido adiposo, ja ¢ um fator de risco para o aumento da
atividade simpadtica, pressdo arterial e sensibilidade do barorreflexo em humanos e animais
(Tuck, 1992; Rocchini et al., 1999, Stocker et al., 2007; Hall et al., 2010; Guimaraes et al.,
2014). Nossos dados demonstraram que apds 6 semanas de DH, a PAM estava ~10 mmHg mais
alta do que em animais controles. Observamos também menor sensibilidade da bradicardia
reflexa e maior FC, balanco simpatovagal do IP e modulacdo simpatica da PAS em ratos
alimentados com DH. Esses dados estdo em consonancia com dados da literatura que também
observaram aumento da pressdo arterial e da atividade simpdtica, além da reducdo na
sensibilidade do barorreflexo em ratos alimentados com DH (Boustany et al., 2005; Pinheiro et
al., 2007; Stocker et al., 2007; Fardin et al., 2012; Leite et al., 2013). Desta forma, este modelo
de DH estabelecido por Estadella et al. (2004) mostrou-se efetivo em alterar além dos indices
metabolicos, também parametros cardiovasculares.

Buscando entender os mecanismos envolvidos nas alteragdes cardiovasculares
induzidas pela DH avaliamos a expressdao génica dos componentes do SRA no NTS. Apds 6
semanas de DH, encontramos maior expressdo do mRNA da ECA e do receptor AT; no NTS.
Esses dados estdo em linha com a literatura que indica que a ativagdo da via pressora do SRA
em nucleos que controlam a pressdo arterial, inclusive no NTS, tem papel crucial na
fisiopatologia de diferentes modelos de hipertensdo (Shi et al., 2010; Agarwal et al., 2011;
Freiria-Oliveira ef al., 2013; Sriramula et al., 2013; De Kloet et al., 2014). Além disso, a Ang
IT atuando no receptor AT; no NTS promove uma reducdo da funcio do barorreflexo (Michelini
et al., 1990; Matsumura et al., 1998; Paton et al., 1999). Desta forma, ¢ possivel que nesta
situacdo o aumento da pressdo arterial associada ao aumento da modulacdo simpatica da PAS
e a redugdo da sensibilidade do barorreflexo possa ter sido causada pela ativagdo da via pressora
do SRA no NTS.

De fato, nossos experimentos com a microinjecdo de losartan (antagonista de
receptor AT;) no NTSi, a principal por¢ao do NTS que recebe aferéncias dos barorreceptores
arteriais (Ciriello, 1983; Ciriello, Hochstenbach, et al., 1994), em ratos alimentados com DH
por 6 semanas apontaram um restabelecimento da fun¢do do barorreflexo. Ademais, dados da
literatura tém demonstrado que o NTS ¢ mais do que um relé sindptico para as aferéncias
cardiovasculares, pois desempenha um importante papel na regulacdo da pressao arterial e da
simpatoexcitacdo observadas em animais SHR e em ratos com hipertensdo renovascular (Sato

et al., 2002; Moreira et al., 2009; Freiria-Oliveira et al., 2013; Blanch et al., 2014). Em
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conformidade com esses estudos, nossos dados também demonstraram que o bloqueio do
receptor AT; no NTS reduziu o aumento da modulagdo simpatica da PAS e no balango
simpatovagal do IP, promovendo uma redugdo da pressdo arterial em torno de ~7-8 mmHg.
Desta forma, os dados desse protocolo funcional sugerem que as altera¢des cardiovasculares
induzidas pela DH sdao mediadas, pelo menos em parte, pela ativagao de receptor AT; no NTS.

Ainda neste protocolo, evidenciamos menor expressao dos receptores Mas e AT,
em ratos alimentados com DH por 6 semanas. Assim, outro possivel mecanismo envolvido nas
alteracdes cardiovasculares induzidas pela DH, ¢ o desequilibrio entre os componentes da via
pressora do SRA (ECA e receptor AT,) e dos componentes da via protetora do SRA (receptores
AT, e Mas, e ECA2). Varios estudos tém demonstrado que, as acdes da Ang II via receptor AT,
e a ativagdo do eixo ECA2/receptor Mas/Ang (1-7) levam a respostas antagonicas as ac¢des da
ativacao do receptor AT, pela Ang II (Gallinat ef al., 2000; Santos et al., 2013). A reducdo na
expressado do RNAm do receptor AT, estd em linha com estudos funcionais que tém
demonstrado maior pressdo arterial basal e maior susceptibilidade para desenvolver a
hipertensao DOCA-sal em camundongos nocaute para o receptor AT, (Ichiki ez al., 1995; Gross
et al., 2000), e atenuagdo do desenvolvimento da hipertensdo renovascular apds a super-
expressao do receptor AT, no NTS (Blanch et al., 2014). Também foi demonstrado que o
tratamento cronico com o C21, agonista seletivo para receptor AT,, administrado
sistémicamente impede o desenvolvimento da hipertensdo sensivel a sal em ratos obesos (Ali
et al., 2015). Outros achados ndo encontraram alteragdes na pressdo arterial em diferentes
modelos de hipertensdo com o tratamento cronico com C21 administrado sistemicamente
(Matavelli et al., 2011; Paulis et al., 2012; Rehman et al., 2012), porém a ativagdo do receptor
AT, resultou em beneficios cardiovasculares, como a redugdo da resposta inflamatéria e
aumento na produ¢do de NO nos rins em ratos com hipertensio renovascular 2R1C (Matavelli
et al.,2011), prevengdo do enrijecimento e acimulo de coldgeno na artéria aorta em ratos com
hipertensdo induzida pela inibi¢do da sintese de NO (Paulis ef al., 2012), e melhora da fun¢ao
endotelial vascular em SHR (Rehman et al., 2012).

Neste contexto, decidimos avaliar também os efeitos da super-expressdo do
receptor AT, no NTS em ratos alimentados com DH. Evidenciamos um reestabelecimento
completo da sensibilidade do barorreflexo, da FC e do balango simpatovagal do IP, além de
uma atenuagao parcial na modulagdo simpéatica da PAS. Tais resultados foram associados com
um aumento na expressao do RNAm do receptor Mas e uma tendéncia de aumento na enzima
ECA2. Contudo, esses efeitos ndo foram suficientes para culminar em uma redugdo da PAM.

Esses dados estdo parcialmente de acordo com um estudo recente, onde demonstramos que a
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super-expressdo do receptor AT, no NTS atenuou o desenvolvimento da hipertensao
renovascular 2R1C em ratos e restabeleceu a modulacao simpatica da PAS, bem como a fungao
do barorreflexo (Blanch et al., 2014). Neste trabalho anterior mostramos ainda que, a expressao
do RNAm de ECA2 no NTS que estava reduzida em ratos com hipertensao renovascular 2R1C,
foi reestabelecida apods a super-expressdo de receptores AT, no NTS (Blanch et al., 2014).
Outros estudos demonstraram que a microinje¢do bilateral de Ang (1-7) no NTSi melhorou a
funcdo do barorreflexo e promoveu uma redu¢ao na pressao arterial em SHR (Chaves et al.,
2000), enquanto que o bloqueio de ECA2 no NTS reduziu a fun¢do do barorreflexo em ratos
saudaveis (Diz et al., 2008). Esses dados sugerem que um desequilibrio entre as vias pressora
e protetora do SRA no NTS participam das alteragdes cardiovasculares induzidas pela DH,
porém € possivel que a ativacdo da via pressora do SRA tenha um papel dominante no aumento
da pressdo arterial observado apds 6 semanas de DH.

Dados da literatura tem demonstrado que a Ang II agindo sobre o receptor AT ¢
um potente regulador do sistema imune no SNC (Shi et al., 2010; De Kloet et al., 2014) e induz
respostas inflamatorias que sdo criticas para o desenvolvimento de diferentes modelos de
hipertensao, inclusive a hipertensdo dependente de obesidade (Shi et al., 2010; Agarwal et al.,
2011; De Kloet, Pati, et al., 2013). De Kloet et al. (2014) demonstraram que a dele¢do do
receptor AT, especificamente no PVN, reverte parcialmente a neuroinflamagdo observada
nesses animais. O sistema imune também parece regular o SRA, uma vez que, ja foi evidenciado
que a infusdo icv de etanercepte, proteina de fusdo que inibe a acdo do TNF-qa, atenua o
desenvolvimento da hipertensdo dependente de Ang Il em ratos (Sriramula ef al., 2013). Esse
efeito protetor no sistema cardiovascular foi associado a uma reducdo na expressao do RNAm
dos componentes da via pressora do SRA e aumento na expressao do RNAm de componentes
da via protetora do SRA no PVN desses animais (Sriramula et al., 2013). Ademais, a
microinjecdo de IL-6 no NTS atenua a funcdo do barorreflexo (Takagishi et al., 2010) e o
aumento da expressdao do TNF-a no PVN esta associada com a reducdo da sensibilidade do
barorreflexo em SHR (Masson et al., 2014). Recentemente também foi demonstrado que, o
consumo de DH por 3 semanas promove aumento na expressdo do RNAm de citocinas
inflamatorias e de componentes da via pressora do SRA na lamina terminal e aumentam a
sensibilizacdo a hipertensdo induzida por Ang II em ratos (Xue et al., 2015). Os resultados
indicaram ainda que, a infusdo icv de minociclina ou de pentoxifillina, um inibidor da sintese
da citocina pro-inflamatéria TNF-a, durante o periodo de ingestio de DH, atenuam essas

respostas (Xue et al., 2015).
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Tem sido demonstrado que as células gliais, que sdo células imunes residentes no
SNC, estao ativas em diferentes doencas, incluindo a obesidade (Shi ez al., 2010; De Kloet et
al.,2014) e estdo envolvidas na producao e liberagao de citocinas pré-inflamatorias no encéfalo
(De Kloet et al., 2014). De Kloet et al. (2014) demonstraram recentemente maior astrogliose e
niamero de micréglias no PVN e SFO, duas regides que participam da regulacdo da pressao
arterial, e maior expressio do RNAm da citocina pro-inflamatéria IL-6 no PVN em
camundongos alimentados com DH. Na presente investigacdo, também observamos uma
neuroinflamagdo no NTS em ratos alimentados com DH. Evidenciamos maior expressao do
RNAm das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 apds 6 semanas de DH, bem como uma
maior ativagdo de astrocitos e maior nimero de microglias. E possivel que a neuroinflamagio
observada no NTS dos animais DH tenha sido decorrente do aumento da atividade da via
pressora do SRA, em particular da maior expressdo do receptor AT;. Por outro lado, a ativacao
da via protetora do SRA pode reduzir a neuroinflama¢@o no NTS, uma vez que, no presente
estudo, demonstramos que a super-expressao do receptor AT, no NTS atenuou a expressao do
RNAm de TNF-a no mesmo nticleo em animais alimentados com DH. Portanto, ¢ possivel que
uma interacdo entre o sistema imune € o SRA no NTS contribua para o
desenvolvimento/manutencdo das alteracdes cardiovasculares induzidas pela DH, porém
futuros estudos com protocolos funcionais sdo necessarios para confirmar essa hipotese.

Observamos também, maiores niveis plasmaticos de leptina nos animais
alimentados com DH. Estudos anteriores destacaram um importante papel desse hormonio
produzido no tecido adiposo no desenvolvimento/manuten¢do da hipertensdo em diferentes
modelos experimentais devido a ativagdo do sistema melanocortina no encéfalo (Da Silva et
al., 2015). Também tem sido evidenciado que a leptina aumenta a atividade nervosa simpatica
(Mark et al., 2009; Hilzendeger et al., 2012) e reduz a sensibilidade do barorreflexo atuando no
NTS (Ciriello, 2013). Fardin et al. (2012) demonstraram que ratos alimentados com DH por 20
semanas exibiram uma redu¢@o na sensibilidade do barorreflexo, e sugeriram que esse efeito
possa estar relacionado com os elevados niveis de leptina observados nesses animais. Além
disso, foi demonstrado que, a microinjec¢do icv de losartan em ratos ou a delecdo do receptor
AT; em camundongos, impedem o aumento da atividade simpatica para os rins e para o tecido
adiposo marrom induzida pela microinjecdo icv de leptina (Hilzendeger ef al., 2012). Levando
em conta que, os presentes achados demonstraram um grande envolvimento do receptor AT
no NTS nas alteragdes cardiovasculares ap6s 6 semanas de DH, ¢ possivel que uma intera¢ao

entre 0s mecanismos angiotensinérgicos e a leptina no NTS também esteja envolvida nas
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alteracdes cardiovasculares induzidas pela DH, porém essa hipotese ainda precisa ser
investigada.

Os presentes resultados demonstraram ainda que, o TF realizado em intensidade
moderada preveniu as alteragdes cardiovasculares induzidas pela DH, incluindo o aumento da
PAM, da modulacdo simpatica da PAS, da FC e do balanco simpatovagal do IP, além da
reducdo da sensibilidade do barorreflexo. Essas respostas foram associadas com um aumento
na expressao do RNAm de componentes da via protetora do SRA (AT,, Mas e ECA2) e da
citocina anti-inflamatoria IL-10, bem como a reducdo de citocinas pro-inflamatdrias (TNF-a e
IL-1B) no NTS. Os aumentos da massa corporal e da adiposidade em animais sedentarios estao
associados com alteragdes metabdlicas, tais como niveis plasmaticos de insulina, glicemia,
redu¢do da sensibilidade a insulina e alteragdes no perfil lipidico (Erdos ef al., 2011; Fardin et
al., 2012; Speretta et al., 2012; Leite et al., 2013). Os presentes achados mostraram que o TF
preveniu desordens cardiovasculares e metabolicas induzidas pela DH independentemente do
aumento da massa corporal e da adiposidade. Contrastando com nossos resultados, foi
demonstrado previamente que o TF realizado em escada, atenuou o aumento na massa corporal
induzido pela DH (Speretta et al., 2012; Leite et al., 2013). Essas diferengas podem estar
relacionadas com as diferentes intensidades de exercicio utilizadas no presente estudo e nos
estudos prévios. O aumento na taxa metabolica basal e a oxidagao de lipideos que sdo efeitos
agudos do TF, ou seja, ocorrem apos cada sessdo de exercicio, parecem ser dependentes da
intensidade do esfor¢o em individuos com sobrepeso (Fatouros et al., 2009). Portanto, o
exercicio em intensidade moderada utilizado no presente estudo (todas as escaladas com 50-
60% da CCVM) em contraste com o exercicio de alta intensidade usado em estudos prévios
(primeira escalada com 50% da CCVM e ultima escalada com pelo menos 100% da CCVM)
(Speretta et al., 2012; Leite et al., 2013) talvez possa explicar a diferenca entre os achados.

Nos também observamos que o TF preveniu a reducdo na sensibilidade a insulina e
o aumento nos niveis plasmaticos de insulina. Tais efeitos podem estar associados com o
aumento na fosforilagdo de enzimas envolvidas na sinalizagdo intracelular da insulina, como a
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a proteina quinase B (Akt), e o aumento da expressao
proteica do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) no musculo esquelético em resposta ao TF
realizado em escada, observados anteriormente em ratos alimentados com DH (Tang ef al.,
2014). O TF também preveniu alteragdes no perfil lipidico em ratos alimentados com DH. Esses
resultados s@o consistentes com um estudo que demonstrou reducao na PAS, melhora no perfil
lipidico e redugdo em citocinas pro-inflamatérias no plasma, sem reducdo da massa corporal ou

da relagdo cintura-quadril em resposta ao treinamento aerébio em pacientes diabéticos tipo 11
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com sobrepeso (Kadoglou et al., 2007). Ja estd bem estabelecido que o aumento nos niveis
plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias esta associado com a resisténcia a insulina (Finucane
et al., 2015; Gokulakrishnan et al., 2015) e que existe uma correlagdo inversa entre citocinas
pro-inflamatoérias e a atividade fisica regular (Fischer ef al., 2007). Assim, apesar de ndo termos
avaliado os niveis plasmaticos de citocinas no plasma no presente estudo, a melhora nos
parametros metabdlicos encontrada nos animais alimentados com DH e treinados em forga pode
estar relacionada com a reducdo dos niveis desses peptideos na corrente sanguinea.

A DH aumenta a atividade do SRA (Boustany et al., 2005; De Kloet et al., 2014) e
o bloqueio periférico do receptor AT, com losartan parece reduzir a hipertensdo induzida pela
obesidade (Boustany et al., 2005). No encéfalo, estd bem estabelecido que Ang II agindo sobre
o receptor AT; no NTS reduz a sensibilidade do barorreflexo (Michelini ef al., 1990; Paton et
al., 1999) e que mecanismos angiotensinérgicos no NTS estdo envolvidos na manutengdo de
diferentes modelos de hipertensdo (Shi et al., 2010; Freiria-Oliveira et al., 2013; Zubcevic et
al., 2013; Blanch et al., 2014). Ademais, na presente investigacdo, nds demonstramos que a
microinjecdo de losartan no NTS reduz a pressdo arterial e aumenta a sensibilidade do
barorreflexo em ratos alimentados com DH. Contudo, apesar da prevencdo nas alteragdes
cardiovasculares, a maior expressdo do RNAm do receptor AT; no NTS detectada em ratos
alimentados com DH sedentérios ndo foi modificada pelo TF, resultado similar a um estudo
prévio que demonstrou que o exercicio aerébio promoveu queda na pressao arterial em SHR,
apesar do aumento na expressao do RNAm do receptor AT, no NTS (Felix et al., 2007).

No presente estudo, o TF também aumentou a expressao do RNAm dos receptores
AT, e Mas e da ECA2 no NTS. Como ja foi discutido, A ECA2 ¢ uma enzima que tem atividade
catalitica convertendo Ang Il em Ang-(1-7) (Fraga-Silva et al., 2013), e a Ang -(1-7), atuando
no NTS aumenta a sensibilidade do barorreflexo e reduz a pressao arterial (Chaves et al., 2000).
Considerando que o receptor AT, e a ECA2/Ang-(1-7)-receptor Mas sdo parte do eixo protetor
do SRA, o aumento da expressdo do RNAm dos receptores AT, e Mas e da ECA2 no NTS
encontrada em animais alimentados com DH e treinados em forca, podem estar envolvidos na
prevencao das alteracdes cardiovasculares induzidas pela DH, apesar do aumento na expressao
do RNAm do receptor AT;. A reducdo na via pressora e aumento da via protetora do SRA foi
encontrada em outros tecidos em animais submetidos ao treinamento aerobio (Gomes-Santos
et al., 2014; Silva et al., 2015). Por exemplo, foi demonstrado que o exercicio em esteira
realizado em intensidade moderada causou mudangas no SRA no musculo esquelético em
direcdo a via ECA2-Ang-(1-7)-Mas em ratos com insuficiéncia cardiaca congestiva (Gomes-

Santos et al., 2014) e reduziu a via pressora do SRA nas arteriais renais (Silva et al., 2015),
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bem como restaurou o equilibrio entre as vias pressora e protetora no PVN e RVL (Agarwal et
al., 2011) em SHR. Em conjunto, esses dados prévios e os encontrados no presente estudo,
suportam a idéia do exercicio em esteira e do TF como moduladores dos componentes do SRA
tanto na periferia como no encéfalo, promovendo tanto o aumento da via protetora e/ou a
redugdo da via pressora.

A expressdao do RNAm das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1B aumentou e
a expressao do RNAm da citocina anti-inflamatoria IL-10 reduziu no NTS em ratos alimentados
com DH sedentérios, sugerindo uma inflamac¢ao cronica de baixa intensidade nesse nucleo. De
maneira interessante, essas alteragdes foram prevenidas pelo TF. Nosso dados estdo de acordo
com estudos prévios que demonstraram aumento na expressido do RNAm da IL-10 no
hipotalamo ap6s uma unica sessao de exercicio de natagao ou esteira realizados em intensidade
moderada em ratos alimentados com DH (Ropelle et al., 2010) e redugdo na expressdo do
RNAm de citocinas pro-inflamatorias no PVN e RVL ap6s 16 semanas de exercicio em esteira
realizado em intensidade moderada em SHR (Agarwal et al, 2011). Também ja foi
demonstrado que, a microinje¢do da IL-6 no NTS reduz a sensibilidade do barorreflexo em
ratos (Takagishi et al., 2010) e que o aumento sistémico sustentado de IL-10 reduz citocinas
pro-inflamatérias no coragdo e rins, reduzindo a pressao arterial em SHR e ratos Dahl sensiveis
ao sodio (Nonaka-Sarukawa et al., 2008; Nomoto et al., 2009). Portanto, a reducao da expressao
do RNAm de citocinas pro-inflamatérias e o aumento da expressdo de citocinas anti-
inflamatoérias observados no NTS de ratos alimentados com DH e treinados em forga talvez
tenha relacdo com os efeitos positivos na pressao arterial, sensibilidade do barorreflexo e na
modulacdo simpatica da PAS observados nesses animais.

Como ja dito anteriormente, a interagdo entre inflamagao e SRA no encéfalo parece
estar envolvida em diferentes modelos de desordem cardiovascular (Shi et al., 2010; Agarwal
et al., 2011; Sriramula et al., 2013; De Kloet et al., 2014). Por exemplo, a infusdo icv de
minociclina, resultou em atenuacdo da resposta pressora da infusdo cronica de Ang II e
promoveu reducdo da ativagdo de microglias e da expressdo do RNAm de IL-18, IL-6 e TNF-
o no PVN em ratos (Shi et al., 2010). A expressdo génica de citocinas pro-inflamatdrias no
PVN de camundongos alimentados com DH foi atenuada com a dele¢do do receptor AT,
especificamente nesse nucleo (De Kloet ez al., 2014). Em contraste, a administracdo do agonista
para receptor AT,, C21, parece aumentar os niveis de IL-10 no hemisfério lesado em ratos com
acidente vascular cerebral isquémico (Alhusban et al., 2015). Além disso, evidenciamos na
presente investigacdo que, a super-expressao do receptor AT, no NTS reduz a expressdo do

TNF- a em ratos alimentados com DH. Assim, ¢ possivel que, as alteracdes na expressao dos
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componentes da via protetora do SRA observadas em ratos alimentados com DH e treinados
em for¢a tenha relagdo com a alteracdo da expressdo de citocinas nesse mesmo nucleo. Contudo,
esta ainda € uma questdo para ser testada em futuros estudos.

Est4 bem estabelecido que um dos efeitos cronicos do exercicio aerdbio no sistema
cardiovascular ¢ a reducdo da FC de repouso (Seely et al., 1974; Felix et al., 2007), que se deve
ao aumento da modulagdo parassimpatica e redu¢do da modulagdo simpatica no coragao
induzidas por essa modalidade de treinamento (Seely et al., 1974). Contudo, O TF parece nao
exercer um grande efeito cronico na FC de repouso em individuos saudaveis (Ricci et al., 1982;
Barauna et al., 2005) como demonstrado no presente estudo em ratos alimentados com dieta
padrdo. Por outro lado, o TF preveniu o aumento da FC observado em ratos alimentados com
DH sedentarios. Esse efeito protetor pode ser devido a combinagdo do aumento da modulagao
parassimpatica e reducao da modulagdo simpatica do IP encontrada nesses animais. De maneira
similar aos nossos achados, foi demonstrado recentemente uma redu¢do na FC associada a um
menor tonus simpatico em ratas ovariectomizadas hipertensas em resposta ao TF (Shimojo et

al., 2015).
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7 CONCLUSAO

A compreensdo de mecanismos envolvidos com a hipertensdo associada a obesidade ¢
primordial para o desenvolvimento de novas ferramentas para a prevencao e tratamento dessa
doenca. Na presente investigacdo apresentamos evidéncias inéditas sobre a participacdo do
SRA no NTS na etiologia das alteracdes cardiovasculares induzidas pela obesidade. O
desequilibrio entre as vias pressora e protetora do SRA no NTS pode ser a base das respostas
observadas. Uma vez que, também evidenciamos uma inflamacao cronica no NTS, ¢é possivel
que uma interagdo entre o SRA e o sistema imune esteja envolvida nessas alteragdes. O presente
estudo também demonstrou que o TF realizado em intensidade moderada previne as alteragdes
cardiovasculares induzidas pela obesidade. Os possiveis mecanismos para estas respostas
podem envolver a redugdo de respostas inflamatorias e modificagdes do SRA no NTS. A
protecdo cardiovascular observada em ratos treinados em forga sugere que essa modalidade de
exercicio pode ter efeitos benéficos na prevengdo de doengas cronicas, mesmo em individuos

com maiores riscos.
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Aims: Aerobic exercise is indicated for prevention and treatment of obesity-induced cardiovascular disorders. Al-
though the resistance training (RT) may also produce effects similar to aerobic exercise, this is not completely
clear yet. In the present study, we tested if RT in moderate intensity might prevent alterations in blood pressure
(BP), sympathetic modulation of systolic blood pressure (SBP), baroreflex function and the changes in renin-
angiotensin system (RAS) and cytokines mRNA expression within the nucleus of the tract solitary (NTS) in rats
fed with high-fat diet (HFD).

K ds: .. . . .

0‘322;2; Main methods: Male Holtzman rats (300-320 g) were divided into 4 groups: sedentary with standard chow diet
Hypertension (SED-SD); sedentary with high-fat diet (SED-HFD); RT with standard chow diet (RT-SD); and RT with high-fat
Baroreflex diet (RT-HFD). The trained groups performed a total of 10 weeks of moderate intensity RT in a vertical ladder.

In the first 3 weeks all experimental groups were fed with SD. In the next 7 weeks, the SED-HFD and RT-HFD
groups were fed with HFD.
Key findings: In SED-HFD, BP and sympathetic modulation of SBP increased, whereas baroreflex bradycardic re-
sponses were attenuated. RT prevented the cardiovascular and inflammatory responses (increases in tumoral ne-
crosis factor-a and interleukin-13) produced by HFD in SED rats. The anti-inflammatory interleukin-10,
angiotensin type 2 receptor, Mas receptor and angiotensin converting enzyme 2 mRNA expressions in the NTS
increased in the RT-HFD compared to SED-HFD.
Significance: The data demonstrated that moderate intensity RT prevented obesity-induced cardiovascular disor-
ders simultaneously with reduced inflammatory responses and modifications of RAS in the NTS.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

Renin-angiotensin system
Nucleus of the solitary tract
Brainstem

1. Introduction

Excessive fat accumulation, particularly in the visceral adipose tis-
sue, is associated with chronic inflammation in different tissues, includ-
ing the brain, causing metabolic changes which favor the development
of degenerative diseases such as cardiovascular disorders [10,14,47]. In
this regard, impairment of baroreflex sensitivity, increased sympathetic
nerve activity (SNA), increase in the renin angiotensin system (RAS)
and high blood pressure (BP) have been described in this situation [7,
15,29,49].

The RAS components are found in the main areas of the brain in-
volved in cardiovascular control, including the nucleus of the tract

* Corresponding author at: Department of Physiology and Pathology, School of
Dentistry, Sdo Paulo State University — UNESP, Rua Humaita, 1680, Araraquara 14801-
903, SP, Brazil.
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solitary (NTS) [31], the primary site of baroreceptor afferents in the dor-
sal hindbrain [9]. It has been shown that the activation of AT, receptors
in the NTS attenuates baroreflex sensitivity [32,36] and angiotensinergic
mechanisms in the NTS contribute to the development of different
models of hypertension [5,18,22,54]. In young obese rats, it was demon-
strated that AT, receptors are augmented in the NTS [13]. Additionally,
chronic inflammation in the NTS is suggested to be involved in the eti-
ology of neurogenic hypertension [53,54] and the microinjection of
the pro-inflammatory cytokine interleukin-6 (IL-6) in the NTS blunts
the baroreflex function in rats [50]. Interestingly, recent studies have
described an interaction between inflammation and the RAS in the
brain as a mechanism involved with different models of cardiovascular
disorders including those produced by obesity [1,11,44,48].

Aerobic exercise is an important non-pharmacological intervention
to prevent or treat hypertension [28,37]. In animals, the obesity-
associated mild hypertension decreased after aerobic exercise [38] and
the full development of hypertension was prevented with aerobic exer-
cise in pre-hypertensive spontaneously hypertensive rats (SHR) [1,18].
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Aerobic exercise also decreases the mRNA levels of angiotensinogen in
the NTS in hypertensive SHR [18].

Similar to aerobic exercise, resistance training (RT) also produces
positive effects on the cardiovascular system of hypertensive rats [16,
29,45]. High intensity RT attenuated the increase in adiposity and the
development of mild hypertension [29], and ameliorated the changes
of metabolism in obese rats [47], which suggests that similar to aerobic
exercise, RT could be an intervention to treat the deleterious changes in
metabolism and cardiovascular system found in obese rats. Therefore,
the purpose of the present study was to test if moderate intensity RT
prevents the alterations in BP, sympathetic modulation of systolic
blood pressure (SBP) and baroreflex function in HED feeding rats. In ad-
dition, no study has investigated in HFD feeding rats the formation of
pro- and anti-inflammatory cytokines or the RAS components in the
NTS, a key area of the brainstem for cardiovascular control [5,22,32,
36]. Then, we also tested if the positive effects of RT in the cardiovascu-
lar system were accompanied by alterations in RAS and cytokines
mRNA expression in the NTS.

2. Materials and methods
2.1. Animals

A total number of 40 male Holtzman rats weighing 300-320 g were
used. The animals were maintained in collective polypropylene cages (2
or 3 animals per cage) with food (please see composition bellow) and
water provided ad libitum in a room with controlled temperature
(23 £ 2 °C) and humidity (55 + 10%). Lights were on from 7:00 am
to 7:00 pm. Ethics Committee for Animal Care and Use of the Dental
School of Araraquara, UNESP, approved the experimental protocols
used in the present study (protocol number CEUA15/2013) and it has
been carried out in accordance with the EU Directive 2010/63/EU for an-
imal experiments.

2.2. Experimental design

The experimental groups received standard rat chow diet (Biobase,
Aguas Frias, SC, Brazil), named standard diet (SD) or high-fat diet
(HFD). Bromatological analysis (Engeali, Sdo José do Rio Preto, SP,
Brazil) determined that SD contained 22 g of protein, 48 g of carbohy-
drates, 4 g of total fat, 8 g of fiber and 200 mg of sodium per 100 g of
diet. HFD was composed of standard rat chow plus peanuts, milk choc-
olate, and sweet biscuits in a proportion of 3:2:2:1 as previously de-
scribed [47] and contained 13 g of protein, 40 g of carbohydrate, 19 g
of total fat, 4 g of fiber and 73 mg of sodium per 100 g of diet. The caloric
values of the diets were approximately 2.25 kcal/g for the SD and
3.82 kcal/g for HFD. Body weight and food intake were recorded 3
times a week.

Rats were divided into four experimental groups balanced to ensure
equal initial body weight and maximum voluntary carrying capacity
(MVCC) across groups: sedentary (SED) with SD (SED-SD); SED with
HFD (SED-HFD); resistance training (RT) with SD (RT-SD); and RT
with HFD (RT-HFD). Trained groups performed 10 weeks of RT on lad-
der at 50-60% of MVCC, 3 days a week (Mondays, Wednesdays and Fri-
days). Each training session consisted of 15-20 ladder climbs with a 30 s
rest interval between climbs. The maximal voluntary carrying test was
repeated every 2 weeks until the week 8. Sedentary rats also performed
MVCC tests at the same time intervals as indicated for the trained ani-
mals, but otherwise remained in their cages and did not undergo to
the training protocol. All groups were fed with standard chow diet
until the end of the week 3 of RT to guarantee an increase in physical fit-
ness observed by MVCC in the trained groups (RT-SD and RT-HFD) be-
fore offering the HFD. After that both HFD (SED-HFD and RT-HFD)
groups were fed with HFD for 7 weeks.

24 h after the last RT session, the rats were submitted to 8 h of fasting
to conduct insulin tolerance test (ITT) and blood glucose levels

measurement. Two days later, mean arterial pressure (MAP) and heart
rate (HR) were recorded in conscious freely moving rats. Baroreflex
tests started at least 20 min after connecting the arterial cannula to
the recording system. In the next day, the rats were decapitated after
12 h of fasting for collection of blood sample to analyze the levels of in-
sulin, total cholesterol, triglycerides (TGL) and high-density lipoprotein
(HDL). The brains were removed to analyze mRNA expression and the
adipose tissue to analyze relative weight.

2.3. Resistance training

The RT protocol was adapted from Hornberger & Farrar [26]. The rats
were adapted to the RT protocol by climbing a vertical ladder (1.1 m;
0.18 m, 2-cm grid, 80° inclination) with a load apparatus without
weight. The load apparatus was fixed to the tail by wrapping its proxi-
mal portion with a self-adhesive foam strip. With the load apparatus
fixed to the tail, each rat was placed at the bottom of the ladder and fa-
miliarized with the climbing procedure. If necessary, a stimulus with
tweezers was applied to the animal's tail to initiate movement. When
the rats reached the top of the ladder (house chamber), they were
allowed to rest for 60 s. This procedure was repeated until they would
voluntarily climb the ladder for three consecutive turns without any
stimuli. This procedure was repeat for two no consecutive days.

Two days after the adaptation procedures, each animal performed a
test in order to evaluate its MVCC that consisted of climbs with progres-
sive heavier loads. The initial climb was performed with 75% of the
animal's body mass and additional 30-g weight loads was added in
the next climbs until the rat could not climb the entire length of the lad-
der. The highest load that the animal successfully carried the entire
length of the ladder was considered the MVCC for that training session.
Failure was determined when the animal could not progress up the lad-
der after three successive stimuli to the tail.

Two days after the MVCC test, RT protocol was performed as de-
scribed above in the Experimental Design.

24. Drugs

Phenylephrine [5 pg/kg of body weight (wt.)] and sodium nitroprus-
side (30 pg/kg of body wt.) purchased from Sigma Chem. Co. (St. Louis,
MO, USA) were injected i.v. for the baroreflex tests. The drugs were di-
luted in saline.

2.5. Arterial pressure recording and baroreflex function

MAP and HR were recorded in conscious freely moving rats. 48 h
after the last RT session the rats were anesthetized with ketamine
(80 mg/kg of body wt.); Cristalia, Itapira, SP, Brazil] and xylazine
(7 mg/kg of body wt.; Agener Union, Embu, SP, Brazil) and under aseptic
conditions the femoral artery and vein were isolated and cannulated
with polyethylene tubes (PE-10 connected to a PE-50) filled with saline.
The catheters were exteriorized between the scapulae and fixed on the
back of the animal to allow MAP and HR recording in freely moving an-
imals. The femoral vein catheter was used to drugs administrations.

To record pulsatile arterial pressure, MAP and HR in conscious unre-
strained, freely moving animals, the arterial catheter was connected to a
Statham Gould (P23 Db; El Segundo, CA, USA) pressure transducer
coupled to a pre-amplifier (model ETH-200 Bridge Bio Amplifier, Chica-
go, IL, USA) that was connected to a Powerlab computer data acquisition
system (model Powerlab 16SP, ADInstruments, Colorado Springs CO,
USA). After a baseline period of cardiovascular recordings, rats received
i.v. injections of phenylephrine (5 pg/kg of body wt.) or sodium nitro-
prusside (SNP; 30 pg/kg of body wt.) to test the HR reflex responses to
pressor and depressor stimuli, respectively. We analyzed the one-
second mean HR values in response to 10 mm Hg incremental changes
in MAP, starting in 5 mm Hg up to a maximal change of 35 mm Hg. The
values were plotted and a linear regression was performed for each
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animal, and the slope of each linear regression was used to calculate the
differences between groups.

2.6. Cardiovascular variability

The pulse interval (PI) and systolic blood pressure (SBP) variability
analysis were performed using a custom computer software
(CardioSeries v2.4 — http://www.danielpenteado.com), as described
previously [5,39,42]. Briefly, beat-by-beat series obtained from pulsatile
arterial pressure recordings were converted to data points every 100 ms
using cubic spline interpolation (10 Hz). The interpolated series was di-
vided into half-overlapping sequential sets of 512 data points (51.2 s).
Before calculation of the spectral power density, segments were visually
inspected and non-stationary data were not taken into consideration. A
Hanning window was used to attenuate side effects and the spectrum
was computed using a direct FFT algorithm for discrete time series.
The spectra were integrated in low-frequency (LF; 0.2-0.75 Hz) and
high-frequency (HF; 0.75-3 Hz) bands, and results are expressed in ab-
solute for SBP (mm Hg?) and normalized units (nu) for PI. The normal-
ized values were achieved by calculating the percentage of LF and HF
power with regard to the total power of spectrum minus very low fre-
quency band (VLF; <0.2 Hz) power [4,52]. To assess the sympathovagal
balance, LF/HF ratio of PI variability was calculated [33]. LF of SBP is an
index of the sympathetic vasoconstrictor tone, whereas LF and HF of
PI are index of sympathetic and parasympathetic modulation of the PI.

2.7. Insulin tolerance test

Insulin sensitivity was measured by insulin tolerance test (ITT)
and the rate constant for plasma glucose disappearance (Kitt) was
calculated using the formula 0.693/biological half-life (t;,). The
plasma glucose t;, was calculated from the slope of the least square
analysis of the plasma glucose concentration during linear phase of
decline [6,12]. Rats were submitted to an ITT after 8 h of fasting.
Human recombinant insulin (Novolin R, Novo Nordisk, Montes
Claros, MG, Brazil) was administered at dose of 2.0 U/kg, i.p. and
blood samples were collected at 0, 5, 10, 15, 20, 30 and 60 min
from tail vein and blood glucose was measured using standard test
strips (One Touch UltraMini/Johnson & Johnson, Milpitas, CA,
USA).The ITT is expressed as Kitt (%/min), meaning the percentage
of plasma glucose concentration decline per minute [12].

2.8. Blood and tissue collection

The animals were anesthetized with halothane (4% in 100% O5)
and immediately decapitated. Blood was collected in EDTA coated
tubes for plasma insulin analyses and non-coated tubes for lipid pro-
file and glucose measurements. Blood was centrifuged (1200 g for
10 min at 4 °C). Insulin levels were analyzed using commercially
available ELISA kits, following the instructions of the manufacturer
(ALPO, Salem, NH, USA). The triglycerides (TGL), total cholesterol,
and high-density lipoprotein (HDL) concentrations were deter-
mined enzymatically (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil), using auto-
mation equipment Labmax 240 (Hirose Electronic System CO,
Nishinasuno, Japan). After blood collection, the brains were quickly
removed, immediately frozen on dry ice and stored at — 80 °C for
subsequent mRNA extraction (described below). Finally, retroperi-
toneal (RET), epididymal (EPI) and mesenteric (MES) white adipose
tissues were removed and weighed.

2.9. qRT-PCR analyses in the NTS

We evaluated the mRNA levels in the NTS of tumor necrosis fac-
tor « (TNF-o; Rn99999017_m1), interleukin-13 (IL-1B;
Rn99999009_m1), interleukin-6 (IL-6; Rn01410330_m1);
interleukin-10 (IL-10; Rn99999012_m1), angiotensin type-1

receptor (AT;; Rn01435427_m1), angiotensin type-2 receptor
(AT,; Rn00560677_s1), Mas receptor (Mas; Rn00562673_s1),
angiotensin-converting enzyme (ACE; Rn00561094_m1),
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2; Rn01416293_m1). The
NTS was removed by micropunch with the aid of a surgical micro-
scope using the area postrema and calamus scriptorius as reference
sites. Total RNA was extract using b-mercaptanol and isolated
using a PureLink® RNA mini kit (Life technologies, Grand Island,
USA). The isolated RNA was converted in cDNA using a high-
capacity cDNA reverse transcription kit (Life technologies, Grand
Island, USA) and samples were run in duplicate using a StepOne
Real-time PCR system, Tagman Universal Gene Expression Master
Mix and validated Tagman probes (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Expression patterns of genes of interest were nor-
malized to constitutively-expressed 18 s (Hs99999901_s1) and
relative expression was quantified using the 244 method [30].

2.10. Statistical analysis

Data are expressed as means + SEM. One or two-way ANOVA
followed by Student-Newman-Keuls post hoc were used for compari-
sons as appropriate. Differences were taken as significant at P < 0.05.

3. Results

3.1. Body weight and MVCC in rats on high-fat diet performing resistance
training

Body weight was measured weekly and the MVCC was adjusted
every two weeks to guarantee that the intensity of exercise would be
maintained between 50 and 60% during the 10 weeks of RT and to com-
pare the relative intensity between SD and HFD groups. Baseline body
weight before the commencing of the experimental protocol was simi-
lar in all experimental groups and all rats had a similar increase of body
weight during the first 8 weeks of RT (5 weeks of HFD). At week 9
(6 weeks of HFD) the SED-HFD group showed increased body weight
compared to SED-SD, and at week 10 (7 weeks of HFD) both HFD groups
(SED-HFD and RT-HFD) showed similar increased body weight com-
pared to their control groups (SED-SD and RT-SD, respectively)
[F(3352) = 16.94; P < 0.0001] (Fig. 1A).

The MVCC was similar among all groups at the beginning of the
training protocol (week 0). RT increased the MVCC similarly in SD and
HFD groups from week 4 until the end of the experimental period
[F(3,80) = 72.18; P<0.0001] (Fig. 1B).The number of climbs per session
was not different between RT groups (RT-HFD: 16.8 4 0.3 vs. RT-SD:
16.9 + 0.3 climbs/session) [F(1,232) = 1.054; P = 0.3057].

3.2. Adiposity and metabolic changes in rats on high-fat diet performing re-
sistance training

Considering that high intensity RT reduces body weight and adipos-
ity [29,47], the impact of moderate RT on adiposity and metabolic
changes in HFD feeding animals were evaluated. After 10 weeks
(7 weeks of HFD), both HFD groups exhibited increased relative weight
of epididymal, retroperitoneal and mesenteric adipose tissue
[F(3,24) = 7.07, P = 0.0014; F(3,24) = 16.90, P < 0.0001; and
F(3,24) = 9.04, P = 0.0003, respectively] (Table 1).Total cholesterol
[F(3,16) = 8.24; P = 0.0015] and triglycerides [F(3,16) = 5.86; P =
0.0067] also increased in sedentary HFD group. RT prevented the in-
crease in total cholesterol in HFD rats (Table 1).

In sedentary HFD group, fasting blood glucose [F(3,28) = 3.20,P =
0.0385] and blood insulin levels increased [F(3,20) = 834, P =
0.0009], whereas insulin sensitivity was reduced [F(3,31) = 4.84,P =
0.0071]. RT prevented the increase in blood glucose levels and the de-
crease in insulin sensitivity and slightly decreased the concentration of
insulin (not statistically different) in HFD rats (Table 1).
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Fig. 1. (A) Body weight and (B) maximal voluntary carrying capacity (MVCC) of sedentary (SED) and resistance trained (RT) rats fed with standard chow diet (SD) or high-fat diet (HFD)
for 7 weeks. The results are presented as means & SEM. The bar indicates the period of HFD administration. Two-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. *Different from
SD groups; *different from week 0; P < 0.05. In (A) the number of animals was 9 in all groups and in (B) the number of animals was 5 in all groups.

3.3. MAP, HR and baroreflex in rats on high-fat diet performing resistance
training

To test if RT could prevent the cardiovascular changes induced by
HEFD, MAP, HR, baroreflex function and cardiovascular variability were
assessed. After 10 weeks (7 weeks of HFD), MAP increased in HFD sed-
entary rats (119 £ 1, vs. SED-SD: 107 + 2 mm Hg) (Fig. 2A). RT
prevented the increase in MAP produced by HFD (109 + 2 mm Hg),
without changing MAP in rats with SD (106 + 4 mm Hg) [F(3,28) =
4.46; P = 0.0110] (Fig. 2A). HR also increased in sedentary HFD rats
(370 £ 7, vs. SED-SD: 341 + 3 bpm), an effect prevented by RT
(336 £+ 11 bpm) [F(3,28) = 3.73; P = 0.0225]. RT did not change HR
in SD rats (339 + 12, vs. SED-SD: 341 + 3 bpm; P > 0.05) (Fig. 2B).

The bradycardic response to baroreflex activation was impaired in
sedentary rats fed with HFD (SED-HFD slope: —1.24 + 0.15, vs. SED-
SD slope: —2.38 4+ 0.22 bpm/mm Hg). RT prevented these alterations
in HFD fed rats (RT-HFD slope: —2.76 4+ 0.23 bpm/mm Hg), without
changing baroreflex bradycardia in SD rats (RT-SD slope: —2.41 +
0.19 bpm/mm Hg), [F(3,24) = 10.02; P = 0.0002] (Fig. 2C). The
tachycardic response to baroreflex activation was similar between
groups [F (3,24) = 0.46; P = 0.71] (Fig. 2C).

In the sedentary HFD group, the spectral analysis of SBP showed in-
creased LF of SBP (8.49 + 0.59, vs. SED-SD: 4.96 4+ 0.37 mm Hg?),
[F(3,26) = 4.70; P = 0.0094], LF of PI [45 + 2, vs. SED-SD: 22 + 1 nor-
malized unit (nu)], [F(3,26) = 14.98; P < 0.0001] and LF/HF ratio of PI
(0.77 £ 0.07, vs. SED-SD: 0.29 + 0.02), [F(3,26)= 18.13; P < 0.0001]
and reduced HF of PI (57 + 2, vs. SED-SD: 78 + 2 nu), [F(3,26) =
6.91; P < 0.0014]. RT prevented the changes in the LF of SBP in HFD
group (RT-HFD: 6.29 + 1.06 mm Hg?), LF of PI (RT-HFD: 34 + 3 nu),
LF/HF ratio of PI (RT-HFD: 0.58 £ 0.03) and HF of PI (RT-HFD: 69 +
5 nu) (Fig. 3).

Table 1

3.4. RAS components and cytokines mRNA expression in the NTS in rats on
high-fat diet performing resistance training

Seeking the mechanisms for positive effects induced by RT on car-
diovascular system, we analyzed the alterations in the RAS components
and cytokines mRNA expression in the NTS, a key area in the brainstem
involved with cardiovascular regulation. In HFD sedentary rats, AT; re-
ceptor mRNA expression increased (3.10 £ 0.12, vs. SED-SD: 1.00 +
0.06 fold change), [F(3,13) = 25.69; P < 0.0001] and AT, receptor
mRNA expression decreased in the NTS (0.68 + 0.11, vs. SED-SD:
1.00 + 0.07 fold change), [F(3,13) = 4.97; P = 0.016]. RT prevented
the decrease in AT, receptor expression (RT-HFD: 1.01 + 0.05 fold
change), without changing the increase in AT, receptor expression
(RT-HFD: 3.68 4 0.42 fold change). In trained rats fed with HFD, Mas
mRNA expression in the NTS also increased (RT-HFD: 1.55 + 0.19 fold
change) compared to sedentary rats fed with HFD (SED-HFD: 0.70 +
0.11), [F (3,13) = 4.72; P = 0.019]. In both trained groups, ACE2
mRNA expression in the NTS increased compared to their control
groups (RT-HFD: 2.62 4 0.23, vs. SED-HFD: 0.89 4+ 0.06; RT-SD:
3.45 + 0.64, vs. SED-SD: 1.00 + 0.06; fold change), [F (3,13) = 13.49;
P = 0.0003]. There was no significant change in ACE mRNA levels in
the NTS of all groups [F(3,13) = 1.27; P = 0.32] (Fig. 4).

At the end of experimental protocol, sedentary HFD rats presented
increased TNF-a (SED-HFD: 1.90 + 0.26, vs. SED-SD: 1.00 + 0.07 fold
change), [F (3,13) = 4.07; P = 0.030] and IL-13 mRNA expression in
the NTS (SED-HFD: 2.31 4 0.13, vs. SED-SD: 1.00 + 0.10 fold change),
[F (3,13) = 7.53; P = 0.0036] and reduced IL-10 (SED-HFD: 0.50 +
0.04, vs. SED-SD: 1.00 + 0.10 fold change), [F (3,13) = 11.30; P =
0.0006] mRNA expression levels in the NTS. RT prevented the changes
in TNF-a (RT-HFD: 1.15 4 0.25 fold change), IL-13 (RT-HFD: 1.10 +
0.27 fold change) and IL-10 mRNA expression in the NTS (RT-HFD:

Adiposity and plasma measurements in sedentary rats fed with standard chow diet (SED-SD), sedentary rats fed with high-fat diet (SED-HFD), resistance training rats fed with standard

chow diet (RT-SD), and resistance training rats fed with high-fat diet (RT-HFD).

SED-SD SED-HFD RT-SD RT-HFD

Epididymal adipose tissue (g/100 g body wt.) 0.40 + 0.05 0.68 + 0.09" 0.35 4+ 0.01 0.62 + 0.05"
Retroperitoneal adipose tissue (g/100 g body wt.) 0.45 + 0.04 1.02 + 0.14" 049 + 0.14 1.20 + 0.08"
Mesenteric adipose tissue (g/100 g body wt.) 0.40 + 0.05 0.65 + 0.08" 0.41 + 0.03 0.76 + 0.05"
Total cholesterol (mg/dl) 55+ 34 107 + 14.17 64 + 3.1 80 + 5.6*
HDL (mg/dl) 314+ 28 31+£30 348 + 3.7 328 +3.2
TGL (mg/dl) 46 +13 70 + 45" 57 + 4.5 56 + 4.6
Blood glucose (mg/dl) 94 +3 106 + 2" 96 + 4 95 + 2%
Kitt (%/min) 4,62 + 033 3.35 4 0.26" 5.01 + 0.46 517 + 0.35%
Insulin (ng/ml) 0.63 +0.17 1.45 £ 0.11° 0.61+0.13 1.13 £ 0.13"

All values are presented as means & SEM. One-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. HDL: High-density lipoprotein; TGL: triacylglycerol. Kitt (%/min): percentage of
plasma glucose concentration decline per minute. Total cholesterol, HDL, TGL and insulin levels were measured after 12 h fasting and glucose levels after 8 h fasting.

* Different from SD groups.
# Different from SED-HFD; P < 0.05 (n = 5-7/group).
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Fig. 2. (A) Mean arterial pressure (MAP), (B) heart rate (HR) and C) baroreflex function in sedentary (SED) and resistance trained (RT) rats fed with standard chow diet (SD) or high-fat
diet (HFD) for 7 weeks. The results are presented as means -+ SEM. One-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. *Different from SD groups; *different from SED-HFD;

P < 0.05. SED-SD, n = 9 rats; SED-HFD, n = 9 rats; RT-SD, n = 8 rats and RT-HFD, n = 7 rats.

1.04 £ 0.69 fold change). The IL-6 mRNA expression in the NTS was
similar in all groups [F(3,13) = 1.58; P = 0.24] (Fig. 5).

4. Discussion

The present results demonstrated that moderate intensity RT
prevented the cardiovascular changes induced by HFD including in-
crease in MAP, sympathetic modulation of SBP and impaired baroreflex
sensitivity. These responses were associated with an improvement in
the protective axis of the RAS components (AT, and Mas receptors

and ACE2) and a reduction in inflammatory responses in the NTS, with-
out changing the increased AT receptors mRNA expression in this area.

HFD increased body and adipose tissue weights that are associated
with metabolic alterations like increased blood insulin and glucose
levels, reduced insulin sensitivity as well as alterations in lipid profile
in sedentary animals [13,15,29,47]. The present results showed that
RT prevents cardiovascular and metabolic disorders produced by HFD
independently of the increase in body weight and adiposity. Contrasting
with the present study, it was previously demonstrated that RT per-
formed on ladder, attenuated the increase in body weight induced by
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Fig. 3. (A) Low frequency (LF) of systolic arterial pressure (SBP), (B) LF of pulse interval (PI), (C) High frequency (HF) of P and (D) LF/HF ratio of PI in sedentary (SED) and resistance
trained (RT) rats fed with standard chow diet (SD) or high-fat diet (HFD) for 7 weeks. The results are presented as means £ SEM. One-way ANOVA followed by the Student-
Newman-Keuls test. *Different from SD groups; *different from SED-HFD; P < 0.05. SED-SD, n = 9 rats; SED-HFD, n = 7 rats; RT-SD, n = 7 rats; RT-HFD, n = 7 rats.
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SED-SD, n = 4 rats; SED-HFD, n = 4 rats; RT-SD, n = 4 rats and RT-HFD, n = 5 rats.

HFD [29,47]. These differences may rely on the different intensity of ex-
ercise used in the present and previous studies. Resting energy expendi-
ture and fat oxidation post RT seems to occur in an intensity-dependent
manner in overweight individuals [17]. Therefore, the moderate inten-
sity exercise (all the climbs with 50-60% of MVCC) in contrast to the
high intensity exercise used in previous studies (first climb with 50%

of MVCC and last climb with at least 100% of MVCC) may explain the dif-
ference between studies [29,47].

We also observed that RT prevented the decrease in insulin sensitiv-
ity and the rise in glucose blood levels, effects that might be associated
to increased glucose transporter type 4 (GLUT4) protein expression in
the skeletal muscle of trained animals [51]. RT also prevented the
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Fig. 5. Fold change in mRNA expression levels of (A) tumoral necrosis factor-o (TNF-av), (B) interleukyn-1p (IL-1p3), (C) interleukyn-6 (IL-6) and interleukyn-10 (IL-10) in sedentary (SED)
and resistance trained (RT) rats fed with standard chow diet (SD) or high-fat diet (HFD) for 7 weeks. The results are presented as means 4- SEM. One-way ANOVA followed by the Student-
Newman-Keuls test. *Different from SD groups; *different from SED-HFD; ¥different from SED-SD; P < 0.05. SED-SD, n = 4 rats; SED-HFD, n = 4 rats; RT-SD, n = 4 rats and RT-HFD,n = 5

rats.
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alterations in lipid profile in rats fed with HFD. These results are consis-
tent with a clinical study that demonstrated decreases in the SBP, im-
provement in the lipid profile and decreases in plasma inflammatory
cytokines without weight loss or waist-to-rip reduction after aerobic
exercise training in overweight patients with type II diabetes [27].
Changes in plasma levels of pro-inflammatory cytokines are associated
with insulin resistance [19,24]| and low circulating levels of pro-
inflammatory cytokines are associated with a regular physical activity
[20]. Although not tested in the present study, a decrease in plasma
levels of pro-inflammatory cytokines might also account for the im-
provement of the metabolic alterations found in RT-HFD feeding rats.

Evidence shows that RT also promotes cardiac remodeling and in-
creases in the endothelium-mediated vasodilatation which were effec-
tive for the treatment of obesity-induced hypertension [29] and the
hypertension in SHRs, a neurogenic model of hypertension [16]. The
present study demonstrated that baroreflex impairment present in sed-
entary HFD fed rats was improved after RT. In addition, the increase in
the sympathetic modulation SBP (an index of vasomotor sympathetic
activity) was prevented by RT. HFD increases the activity of the renin-
angiotensin system [7,11] and the peripheral blockade of AT, receptors
with losartan seems to reduce obesity-induced hypertension [7]. In the
brain, it is well know that Ang Il acting on the AT, receptors in the NTS
blunts the baroreflex sensitivity [32,36] and angiotensinergic mecha-
nisms in the NTS is involved with the maintenance of different forms
of hypertension [5,22,44,54]. In spite of the improvement of the barore-
flex and the attenuation of the sympathetic modulation of the SBP, the
increased AT; mRNA expression in the NTS detected in HFD sedentary
rats was not modified by RT, which is similar to a previous study that
demonstrated that aerobic exercise promoted falls in BP in SHR in
spite of the increased AT; mRNA expression in the NTS [18].

The activation of AT, receptors can oppose the actions of Ang Il on
AT receptors in the cardiovascular system [23]. Recently, we demon-
strated that the increased expression of AT, receptors in the NTS atten-
uated the renovascular hypertension, decreasing the sympathetic
modulation of SBP and improving baroreflex function in these animals
[5]. In the present study, RT increased mRNA levels of AT, and Mas re-
ceptors and ACE2 in the NTS. ACE2 is an enzyme that has a high catalytic
activity converting Ang I to angiotensin-(1-7) [21], and angiotensin-(1-
7), acting in the NTS, increases baroreflex sensitivity and decreases arte-
rial pressure [8].Considering that AT, receptors and the ACE2/Ang-(1-
7)-Mas receptors are part of the protective axis of the RAS, the increased
mRNA levels of AT, and Mas receptors and ACE2 in the NTS might be the
reason for the reduction of arterial pressure and improvement of the
baroreflex in HFD trained rats, in spite of the high levels of AT, recep-
tors. Indeed, preliminary data from our laboratory demonstrated that
although AT, overexpression in the NTS was not able to blunt the
mild-hypertension induced by HFD, it was effective to improve the
baroreflex in this condition. Thus, it is possible that the increase in the
expression of AT, receptors in the NTS produced by RT might be in-
volved with some of the cardiovascular improvement observed in HFD
feeding rats. However, it seems this is not sole mechanism. Thus, it is
possible that changes in other components of the protective RAS path-
way such as Mas receptors and ACE2 and/or cytokines in the NTS
might also be important for the alterations in blood pressure in HFD
feeding rats submitted to RT.

The reduction in the vasoconstrictor axis towards the protective axis
of the RAS was also found in other tissues in animals submitted to aer-
obic exercise [25,46]. For instance, it was demonstrated that aerobic ex-
ercise caused a shift in RAS in skeletal muscle towards the ACE2-Ang-
(1-7)-Mas axis in rats with congestive heart failure [25] and reduced
the vasoconstrictor axis of RAS in renal arteries of SHRs [46]. Together,
these data demonstrated that aerobic exercise and RT are modulators
of the RAS components in the tissues producing either an increase in
the protective axis and/or a reduction in the hypertensive axis.

The mRNA expression of the pro-inflammatory cytokines TNF-oc and
IL-1P increased and the mRNA expression of the anti-inflammatory

cytokine IL-10 decreased in the NTS of HFD sedentary rats, suggesting
a chronic low-grade inflammation in this nuclei, a response prevented
by RT. Our data are in line with a previous study that showed increases
in IL-10 mRNA expression in the hypothalamus of HFD feeding rats
performing a single session of moderate intensity aerobic exercise
[41]. Hypertensive stimuli like HFD activate astrocytes and microglia
(central nervous system immune resident cells) that are involved in
the production and release of pro-inflammatory cytokines in the brain
[11]. Microinjection of the pro-inflammatory cytokine interleukin-6
(IL-6) in the NTS blunts the baroreflex function in rats [50] and
sustained increases in systemic levels of IL-10 decrease pro-
inflammatory cytokines in the heart and kidney decreasing blood pres-
sure in SHR and Dahl salt-sensitive rats [34,35]. Thus, decreased levels of
inflammatory and increased levels of anti-inflammatory cytokines ob-
served in the NTS may have beneficial effects in the baroreflex sensitiv-
ity and sympathetic modulation of SBP, preventing the increase in MAP
in RT-HFD fed rats.

An interaction between inflammation and the RAS in the brain as a
mechanism involved with different models of cardiovascular disorders,
including those produced by obesity has been suggested [1,11,44,48].
For instance, intracerebroventricular infusion of minocycline, an anti-
inflammatory antibiotic, resulted in attenuation of the pressor response
to chronic Ang Il infusion and reduction of microglia activation and IL-
1P, IL-6 and TNF-a¢ mRNA expression in the paraventricular nucleus of
hypothalamus (PVN) [44]. Gene expression of pro-inflammatory cyto-
kines in the PVN in HFD mouse is attenuated in mouse with deletion
of AT, receptor specifically at this site [10]. In contrast, administration
of the AT, receptor agonist, Compound 21, has been shown to increase
IL-10 levels in the stroked hemisphere of rats with ischemic stroke [2].
Thus, it is possible that changes in RAS in the NTS observed in RT-HFD
rats in the present study affect the cytokines expression at the same
site. However, this is still an open question to be tested in future studies.

It is well established that aerobic exercise decreases resting HR [18,
43] due to increases in the parasympathetic modulation and decreases
in the sympathetic modulation on heart [43]. However, it seems that
RT has no effect in resting HR [3,40] as also showed in the present
study. On the other hand, RT prevented the increase in HR observed in
HFD fed rats. This protective effect might be due to the combined reduc-
tion of sympathetic modulation and increased parasympathetic modu-
lation in the PI found in these animals. Similarly to our results,
hypertensive ovariectomizaded rats submitted to RT showed a decrease
in HR associated to a lower sympathetic tone [45].

5. Conclusions

Although aerobic exercise has been recommended as primary inter-
vention for prevention and treatment of different forms of hypertension
[18,37,38], more recently RT has been shown to reduce the arterial pres-
sure in hypertensive rats [29,45]. The present study also demonstrates
that moderate intensity RT prevents obesity-induced mild hyperten-
sion, the increased sympathetic modulation of the arterial pressure
and the impairment of baroreflex in HFD feeding rats. The possible
mechanisms for these responses may involve reduction of inflammato-
ry responses and modifications of RAS in the NTS. The cardiovascular
protection in obese rats pre-conditioned with RT suggests that this
type of exercise may have beneficial effects preventing chronic diseases
even in individuals with increased risks. However, considering that the
usual is to start an exercise program after gaining weight, a question
that remains for future studies is if starting RT later would have benefi-
cial effects on obesity related cardiovascular disorders.
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