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Resumen
Fundamento: Los mecanismos subyacentes a las anormalidades vasculares en la obesidad todavia no estan
completamente aclarados.

Obijetivo: Se evalud la via del 6xido nitrico/L-arginina en la respuesta vascular de ratones obesos por dieta rica en grasa,
concentrandonos en las células endoteliales y en el misculo liso.

Métodos: Ratones con 30 dias de vida que fueron divididos en 2 grupos: control (C) y obeso (OB, ratones bajo dieta rica
en grasa durante 30 semanas). Después de 30 semanas, fueron registrados el peso corporal, el indice de adiposidad, la
presion arterial y los perfiles metabélicos y endocrinos de los animales. Fueron obtenidas las curvas para noradrelanina
en ausencia y en presencia del inhibidor de 6xido nitrico sintasa (L-NAME, 3x10“M), en la aorta torécica intacta y con
denudacion de los ratones Cy OB.

Resultados: Las medidas de peso corporal, indice de adiposidad, leptina e insulina aumentaron en los ratones OB,
mientras que la presion arterial permanecié inalterada. La obesidad también produjo una tolerancia a la glucosa y
una resistencia a la insulina. La reactividad a la noradrenalina de la aorta intacta fue similar en los ratones C y OB. La
presencia de L-NAME gener6 un aumento similar en las respuestas maximas, pero una desviacién mayor a la izquierda
de las respuestas en las aortas intactas de los ratones C con relacién a los ratones OB [EC50 (x10’M): C = 1,84
(0,83-4,07), O = 2,49 (1,41-4,38); presencia de L-NAME C = 0,02 (0,01-0,04)*, O = 0,21 (0,11-0,40)*1,*p < 0,05 vs
control respectivo, tp < 0,05 vs control mas L-NAME, n = 6-7]. Ninguno de los protocolos alteré la reactividad a la
noradrenalina de las aortas con denudacién.

Conclusion: La obesidad inducida por dieta rica en grasa genera alteraciones metabélicas y vasculares. La alteracion
vascular conllevé a una mejoria de la via endotelial L-arginina/NO tal vez relacionada con la hiperinsulinemia e
hiperleptinemia inducidas por dieta. La mayor resistencia a los efectos del L-NAME en la aorta de ratones obesos, se
refiere a una menor vulnerabilidad de individuos obesos en presencia de patologias asociadas que causan danos a la
actividad del sistema NO. (Arq Bras Cardiol 2011; 97(1):40-45)
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la obesidad inducida por dieta es el modelo experimental mas
relevante con relacion a la obesidad humana“.

Introduccion

La obesidad puede ser definida como una enfermedad

en la cual el exceso acumulado de grasa corporal es tal que
la salud puede verse muy afectada. Se le considera una
epidemia global, y constituye uno de los principales problemas
de salud pablica?. Aunque la etiologia de la obesidad sea
compleja, diversos factores estan vinculados a su desarrollo,
especialmente la ingestion hipercalérica®. En ese sentido,
existen diversos modelos experimentales de obesidad, pero
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Las investigaciones recientes han venido demostrando que
la obesidad reduce la expectativa de vida y que esta asociada
a complicaciones médicas, como la diabetes mellitus tipo
2, el aumento en la incidencia de ciertos tipos de cancer,
complicaciones respiratorias (apnea obstructiva del suefio),
dislipidemia, hipertensién, arterosclerosis y alteraciones
vasculares'®. Las actuales directrices respaldan con firmeza
la pérdida de peso en pacientes con sobrepeso u obesos.
Esa iniciativa, sin embargo, no hace distincién entre los
individuos sanos y los que tienen enfermedades crénicas,
como la insuficiencia cardiaca y la enfermedad arterial
coronaria arterosclerética. Hacer la distincién entre esas
poblaciones puede ser importante porque existen evidencias
que demuestran que entre los pacientes con enfermedades
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crénicas, el exceso de peso esta paradéjicamente asociado
a una reduccién en el riesgo de los desenlaces adversos®®.

Diversos estudios han mostrado que los cambios en la
produccién y/o liberacion de éxido nitrico (NO), uno de
los principales factores endoteliales que esta involucrado en
la regulacién del tono muscular®'®, estan involucrados en
varias respuestas patofisiolégicas. Aunque existan algunas
controversias con relaciéon a la involucracién de la via del
NO en disturbios vasculares inducidos por la obesidad, hay
pruebas de que el empeoramiento en la sintesis de NO
representa una alteracién importante en el desarrollo de
muchas de las anormalidades vasculares caracteristicas de los
estados de obesidad''2.

Por tanto, el objetivo del presente estudio, fue evaluar
el impacto de la obesidad inducida por dietas ricas en
grasa en la modulacién de la via del NO en el tono arterial,
concentrandonos en las células endoteliales y musculares lisas.
Este estudio aumenta la comprensién de los mecanismos de
las alteraciones vasculares inducidas por la obesidad.

Métodos

Animales

Ratones machos Wistar con treinta dias de vida (~150 g),
que fueron divididos aleatoriamente en dos grupos: control
(C) y obeso (Ob). Al grupo control se le aliment6 con pienso
estandar para ratones que contenfa un 4% de grasa, un
42,7% de carbohidratos y 22% de proteinas; mientras que los
animales obesos recibieron una dieta rica en grasa conteniendo
un 20% de grasa, 26,4% de carbohidratos y 20% de proteinas.
Cada grupo fue alimentado con esas dietas por 30 semanas
(Cy Ob; n = 22). La dieta rica en grasa fue elaborada en
nuestro laboratorio con un Pienso Animal en polvo Agroceres®
(Rio Claro, SP, Brasil), alimento industrializado, suplemento
de protefna, vitaminas y minerales. La dieta rica en grasa era
rica en calorfas (dieta rica en grasa = 3,65 kcal/g versus dieta
estandar = 2,95 kcal/g), debido a una mayor composicién de
grasa, hecha con 4cidos grasos saturados (20%) y no saturados
(80%). Todos los ratones se pusieron en jaulas individuales en
ambientes climatizados y con una temperatura de aire en 23
+ 3°C, con un ciclo de 12 h de luz/oscuridad y 60 + 5% de
humedad relativa.

Todos los experimentos y procedimientos se ejecutaron
respetando el Manual sobre Cuidados y Uso de Animales
de Laboratorio, publicado por el U.S. National Institutes of
Health', y fueron aprobados por el Comité de Etica de la
Escuela de Medicina de Botucatu (UNESP, Botucatu, SP, Brasil).

Perfil nutricional, metabdlico y endocrino de los animales

Para analizar si la obesidad inducida por dieta rica en
grasa estaba asociada a las alteraciones en el comportamiento
nutricional, el consumo de alimento fue medido diariamente.
La ingestion de calorfas por semana se calculé a través del
promedio del consumo semanal de alimento x la densidad
energética dietética.

Como la obesidad estd definida como una cantidad
excesiva de grasa corporal con relacién a la masa corporal libre

de grasa'*, un indicador de adiposidad fue considerado a partir
de la suma de diversas capas adiposas. Después de 12-15 h
de ayuno, los animales fueron anestesiados con pentobarbital
sédico (50 mg/kg) y sufrieron eutanasia por decapitacion. Los
animales fueron toracotomizados y la grasa corporal (GC),
total fue medida por la suma de los pesos individuales de las
capas adiposas, a saber: visceral, epididimal y retroperitoneal.
El indice de adiposidad fue calculado por la razén: (grasa
corporal total/peso corporal final) x 100.

La obesidad puede venir acompanada de disturbios
metabdlicos y endocrinos', por tanto, se analizaron la tolerancia
glucémica, la leptinemia y la insulinemia. Con relacién a
la tolerancia glucémica, después del ayuno de 12-15 h, los
ratones se sometieron al test de tolerancia a la glucosa (TTG).
Muestras de sangre se obtuvieron del rabo para medidas
basales y después de la administracién de la glucosa (2 g/kg,
i.p.)"'°. Se recolectaron también muestras de sangre en los
tiempos 0, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos. Los niveles de glucosa
fueron determinados usando el analizador ACCU-CHECK GO
KIT (Roche Diagnostic Brazil Ltda., Brazil). La tolerancia a la
glucosa se analizé a partir del area bajo la curva de respuestas
glucémicas. Para el analisis bioquimico y hormonal, se recolect6
sangre del tronco arterial en tubos heparinizados, centrifugados
a 3000 g por 15 min a 4° C. Las concentraciones de leptina
sérica e insulina fueron determinadas por ELISA, utilizando kits
comerciales (Linco Research Inc., EUA).

Modelo de evaluacion de la homeostasis (HOMA)

HOMA, es un indice de resistencia a la insulina que utiliza
medidas en ayunas de concentraciones de glucosa e insulina
en plasma. Fue calculado de acuerdo con el método descrito
anteriormente'’.

Medida de presion arterial sistélica

La presion arterial sistdlica se determiné semanalmente
usando el método de la pletismografia de cola (Narco Bio-
Systems, Inc., Houston, TX), en ratones conscientes. Los ratones
se precalentaron a 35 = 2° C por 5 minutos y fueron puestos en
un aparato de contencién para la medida de la presién arterial.
Se registr6 el promedio de tres medidas consecutivas estables
(con una diferencia de ~1 min). La presién del manguito fue
controlada automdticamente y los pulsos sistélicos detectados
por el transductor de pulso fueron monitorizados con la sefal de
audio. Se tomaron precauciones en la seleccion de un tamafio
de manguito apropiado para los animales.

Reactividad vascular

Después de 30 semanas de dieta rica en grasa o pienso
estandar para ratones, los animales se decapitaron. La aorta
toracica descendente fue retirada y liberada de la grasa
adherente y del tejido conectivo. Dos anillos transversos de
la misma arteria, cada uno con cerca de 4 mm de largura,
se cortaron y se colocaron en el tamafo adecuado para el
registro de la tensién isométrica en camaras de érgano aislado.
Un anillo se us6 como control, mientras que el endotelio fue
mecanicamente retirado del otro raspandose suavemente
la superficie luminal®. Las preparaciones se montaron en
camaras que contenfan 7 ml de solucién de Krebs-Henseleit,
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con una composicion en mM: NaCl 113,0; KCl 4,7; CaCl,
2.5;KH,PO, 1,2; MgSO, 1,1; NaHCO, 25,0; Glucosa 11,0; y
4cido ascoérbico al 0,11. El fluido del bano se mantuvo a 37,0
= 0,5° C, y fue saturado con la mezcla gaseosa de un 95%
de O,y un 5% CO,. Las preparaciones se dejaron hasta que
alcanzasen el equilibrio de por lo menos 1 h bajo una tensién
de reposo de 1,5 g, la cual es excelente en la induccién de
la contraccién maxima. Variaciones de tensién se registraron
por un fisiégrafo (Ugo Basile).

Las curvas de concentracién-efecto acumulativas
se construyeron a partir de la respuesta del tejido a la
noradrenalina, en ausencia y presencia de N©-nitro-L-arginina
metil éster (.-NAME 3 x 10*M, inhibidor de NO sintasa - NOS)
(Sigma Chemical Co., St Louis, Missouri, EUA). Al final de las
curvas, dosis Gnicas de acetilcolina (10°M) y nitroprusiato de
sodio (10 M), se usaron para testar la integridad de las capas
endoteliales y del musculo liso, respectivamente.

Analisis estadistico

La presion arterial, el indice HOMA y los perfiles nutricional,
metabdlico y endocrino, fueron expresados como promedios
+ desviaciones estandar. Las comparaciones entre los grupos
fueron hechas usando el test t de Student para muestras
independientes. El promedio semanal del peso corporal y el
perfil glucémico de los grupos fueron comparados por ANOVA
para medidas repetidas y por el test de Bonferroni (post hoc test).

La concentraciéon de agentes vasoactivos que producian
una respuesta que era 50% del maximo (EC50) y las respuestas
méximas, se calcularon en cada experimento. Los valores
de EC50, presentados como promedio con intervalos de
confianza de un 95% vy las respuestas maximas (g de tensién),
presentadas como promedios + EPM, fueron comparados por
ANOVA y el test post hoc de Tukey.

El nivel de significancia considerado fue de un 5%.

Resultados

La Tabla 1 muestra los perfiles nutricional, metabélico y
endocrino de los ratones. Los ratones obesos ingirieron menos
comida que los ratones control, pero sin embargo, la ingestién
de calorias, el indice de masa corporal y el peso corporal final
al completar las 30 semanas, superaron, en los obesos, a los
del grupo control. Ademas, la presion arterial no fue diferente
entre el grupo control y el obeso (Tabla 1). La tolerancia a la
glucosa fue menor en los ratones obesos (Figura 1).

Efecto de la obesidad inducida por dieta rica en grasas en
las caracteristicas generales de los ratones

Caracteristicas Control Obeso
PCF (g) 498 + 26 562 + 36*
1A (g) 25117 21,8+18*
IC (g kealldia) 743+54 86,1 +6,2*
GE (g) 6,65 + 1,96 9,21+ 3,80*
GR(9) 7,86 +2,35 11,58 +4,90*
GV (g) 8,31+3,37 11,43 £ 4,58*
1A (%) 4,28 + 1,65 5,96 + 1,54*
PAF (mmHg) 130,757 1346 £6,9

Ratones Control (n = 6) que recibieron una dieta estandar (4% grasa, 42,7%
carbohidratos y 22% proteina), y ratones obesos (n=7) que recibieron una dieta
rica en grasas (20% grasa, 26,4% carbohidratos y 20% proteina) durante 30
semanas. PCF - peso corporal final; IA - ingestién de alimento; IC - ingestién
calérica; GE - grasa epididimal; GR - grasa retroperitoneal; GV - grasa visceral; A -
indice de adliposidad; PAF - presion arterial final. Valores expresados en promedio
+ DP. *p < 0,05 vs control (test t de Student para muestras independientes).
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Fig. 1 - Test de Tolerancia a la Glucosa en ratones control que reciben una dieta estandar: 4% grasa, 42,7% carbohidratos y 22% proteina durante 30 semanas (n =
22), y ratones obesos, sometidos a 30 semanas de dieta con un alto contenido de grasa: 20% grasa, 26,4% carbohidratos y 20% proteina (n = 22). Valores expresados
en promedios + desviacion estandar. AUC - érea bajo la curva para glucosa. *p < 0,05 control vs obeso; ANOVA para medidas repetidas y test post hoc de Bonferroni.
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La leptina plasmaticaC = 2,2 = 1,9; Ob = 7,8 * 3,3* ng/
dl, n = 6-7), los niveles de glucosa (C = 107,0 + 22,1; Ob =
126,0 = 19,3* mg/dl, n = 6-7), los niveles de insulina (C =
0,23 = 0,08; Ob = 0,54 + 0,07* ng/dl, n = 6-7) y el indice
HOMA (C = 18.319 = 3.500; Ob = 25.151 = 4.100*, n
= 6-7), fueron significativamente mayores en los obesos en
comparacién con el grupo control (* p < 0,05).

En ausencia del L-NAME, quedé demostrado que la
reactividad a la noradrenalina de la aorta intacta era similar
en los ratones con dieta rica en grasa y en los ratones con
dieta estandar (Figura 2 y Tabla 2). La retirada del endotelio
caus6 una desviacién hacia la izquierda de las curvas de la
noradrenalina en la aorta, que fue similar en los grupos control
y de ratones obesos (Figura 2 y Tabla 2). Ese procedimiento
también determiné un aumento similar en la respuesta
maxima a la noradrenalina de aortas de los ratones control y
obesos (Figura 2 y Tabla 2).

La presencia del L-NAME generd una desviacion hacia la
izquierda en las curvas de la noradrenalina que fue menor en
las aortas intactas de ratones con dieta rica en grasa que en
los ratones control (Figura 2 y Tabla 2). Ese inhibidor también
produjo un aumento de la respuesta maxima de la aorta a la
noradrenalina que fue similar entre los grupos control y obesos
(Figura 2 y Tabla 2).

Independientemente de la presencia del L-NAME, la
reactividad a la noradrenalina no fue diferente entre las aortas
sin el endotelio (Figura 2 y Tabla 2).

Discusion

En este estudio, los ratones con una dieta rica en grasa,
desarrollaron una obesidad caracterizada por el aumento en el
peso corporal final y en la masa de tejido adiposo. Aunque el
grupo obeso haya ingerido menos comida, la mayor ganancia
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Fig. 2 - Curvas concentracién-efecto a la noradrenalina, en ausencia y presencia de L-NAME (3x10** M), obtenidas en dos anillos, uno con (simbolo sélido) y el otro
sin (simbolo vacio), endotelio, de la misma aorta torécica de ratones control (recibiendo una dieta estandar: 4% grasa, 42,7% carbohidratos y 22% proteina durante
30 semanas, n = 6) y obesos (recibiendo una dieta con un alto contenido de grasa: 20% grasa, 26,4% carbohidratos y 20% proteina durante 30 semanas n = 7). *p <

0,05; ANOVA y test de Tukey.
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Respuesta maxima y valores de EC50% a la noradrenalina, obtenidos en dos anillos, uno con el endotelio y el otro sin el endotelio,
en presencia y en ausencia de L-NAME (3x10*), de la misma aorta toracica de ratones control y obesos

Respuesta maxima (g) EC50
Grupos
Con endotelio Sin endotelio Con endotelio (x107 M) Sin endotelio (x10® M)
A 1,84 0,16%
Sin inhibidor 2,69+0,10 5,74 £ 0,40% (0,83-4.07) (0,06-0.42)
Control (n = 6) 00z o1
L-NAME 491+0,18 5,60 £ 0,22 (0,01-0,04) (0,05-0,38)
L 2,49 0,221
Sin inhibidor 2,35+0,07 5,90 + 0,38t (1,41-4,38) (0,08-0.55)
Obeso (n=7) 0217 015t
L-NAME 533+0,18 572+0,28 (0,1-0,40) (0,05-0.43)

Ratones Control que recibieron una dieta estandar (4% grasa, 42,7% carbohidratos y 22% proteina), y ratones obesos que recibieron una dieta rica en grasas (20% grasa,
26,4% carbohidratos y 20% proteina) durante 30 semanas. Respuesta maxima y EC50 expresados en promedio + EPM y promedio, seguido de un intervalo de confianza
de un 95% entre paréntesis, respectivamente.*p < 0,05 vs control respectivo; tp < 0,05 vs control/L-NAME; 1p < 0,05 vs respectiva aorta con endotelio; ANOVA y test de

Tukey. n - nimero de animales.

de peso exhibido por esos animales se dio muy probablemente,
debido al aumento de la ingestién de calorfas y a la eficiencia
de la alimentacién con relacién a los controles. Ademas,
los ratones obesos sufrieron disturbios metabélicos como la
intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia e hiperleptinemia,
caracterfsticas generalmente relacionadas con la obesidad
humana'>'2, La resistencia a la insulina, definida como la
disminucién de la sensibilidad y/o respuesta a las acciones
metabdlicas de la insulina, es una caracteristica fundamental
de la diabetes, obesidad y dislipdemia?'. Es ese contexto, fue
mostrado un indice HOMA aumentado en los ratones obesos,
indicando el desarrollo de resistencia a la insulina en esos
animales, conforme a lo que aparece previamente dicho por
Naderalli et al?? en ratones alimentados con dieta especifica.

Algunos estudios experimentales relataron desenlaces
perjudiciales de dietas altamente caléricas en la reactividad
vascular. Por ejemplo, una dieta rica en grasa perjudica el vaso-
relajamiento endotelio-dependiente?*?*. Y eso puede, por lo
menos en parte, explicar el aumento del riesgo de enfermedad
vascular en individuos y animales obesos. Ademads, la terapia
antioxidante mejora la funcién endotelial?>?¢, sugiriendo un
estrés oxidativo inducido por una dieta en la vasculatura. En
el presente estudio, los ratones con una dieta rica en grasa,
tuvieron una alteracién vascular significativa, en particular una
acentuada mejorfa endotelial que fue revelada en presencia
del L-NAME. En otras palabras, la obesidad inducida por la
dieta, no alter6 la reactividad de la aorta a la noradrenalina
en ausencia del L-NAME. Sin embargo, la presencia de ese
inhibidor generé una desviacién hacia la izquierda de las
curvas de noradrenalina que fue menor en la aorta de los
ratones obesos con relacién a los ratones control. Ademaés, la
dieta rica en grasa no indujo ningtin cambio en la reactividad
del musculo liso de la aorta a la noradrenalina. Esa conclusién
puede deberse a la observacién de que, independientemente
de la presencia del L-NAME, la reactividad de las aortas con
denudacién no fue diferente entre los grupos control y el de
los ratones obesos.

Ya que la aorta de ratones obesos fue mas resistente a
los efectos del L-NAME, podemos pensar hipotéticamente,
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que la via L-arginina/NO endotelial es acentuada en la
vasculatura de ratones obesos. Ademaés de eso, ese aumento
de la biodisponibilidad de NO en ratones bajo una dieta rica
en grasa, puede representar un mecanismo de adaptacién
para equilibrar el desenlace prejudicial relatado para las
dietas caldricas en la reactividad vascular en la obesidad,
principalmente el estrés oxidativo®?°. La mejoria de la
via NO endotelial también podria explicar la ausencia de
cambios en la presion arterial de los ratones obesos, un
parametro frecuentemente aumentado en la obesidad
humana y animal?”?. Esos hallazgos confirman la “paradoja
de la obesidad”® y pueden ayudar a la comprensién de los
mecanismos responsables de esa condicién.

Como colofén, la literatura también relata que la
vasodilatacion, que conlleva a un aumento en el flujo sanguineo,
es la principal consecuencia fisiolégica de la produccién de
NO estimulada por la insulina en el endotelio vascular®. La
hormona leptina también es capaz de activar directamente
la produccién de NO en vasos y esa activacién depende de
la integridad endotelial®®. Por tanto, la hiperinsulinemia e
hiperleptinemia observadas en animales alimentados con una
dieta rica en grasa, pueden ser parcialmente responsables por
el aumento de la produccién y/o liberacion de NO endotelial
en la vasculatura de ratones obesos.

De manera general, este estudio indica que la obesidad
inducida por una dieta rica en grasa genera alteraciones
metabélicas y vasculares. La alteracion vascular estuvo
caracterizada por una mejorfa en la via L-arginina/NO
endotelial, probablemente relacionada con las hiperinsulinemia
e hiperleptinemia inducidas por la dieta. Finalmente, la mayor
resistencia a los efectos del L-NAME en la aorta de los ratones
obesos con relacién a los ratones control, genera algunas
consideraciones sobre la menor vulnerabilidad cardiovascular
de individuos obesos en presencia de patologias asociadas,
que perjudican la actividad del sistema NO.
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