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Resumo
Fundamento: Mecanismos subjacentes aanormalidades vasculares na obesidade ainda nao estao completamente esclarecidos.

Objetivo: Foi avaliada a via do 6xido nitrico/L-arginina na resposta vascular de ratos obesos por dieta rica em gordura,
enfocando as células endoteliais e do misculo liso.

Métodos: Ratos com 30 dias de vida foram divididos em 2 grupos: controle (C) e obeso (OB, ratos sob dieta rica em
gordura por 30 semanas). Apos 30 semanas, foram registrados o peso corporal, indice de adiposidade, pressao arterial
e perfis metabélicos e end6crinos dos animais. Foram obtidas curvas para noradrelanina na auséncia e presenca de
inibidor de éxido nitrico sintase (L-NAME, 3x10*M) em aorta toracica intacta e com desnudamento em ratos C e OB.

Resultados: As medidas de peso corporal, indice de adiposidade, leptina e insulina aumentaram nos ratos OB, enquanto
a pressao arterial permaneceu inalterada. A obesidade também produziu tolerancia a glicose e resisténcia a insulina. A
reatividade a noradrenalina da aorta intacta foi similar em ratos C e OB. A presenca de L-NAME produziu um aumento
similar nas respostas maximas, mas um desvio maior a esquerda das respostas nas aortas intactas dos ratos C em
relacao aos ratos OB [EC50 (x10’M): C = 1,84 (0,83-4,07), O = 2,49 (1,41-4,38); presenca de L-NAME C = 0,02 (0,01-
0,04)*, O = 0,21 (0,11-0,40)*t,*p < 0,05 vs controle respectivo, tp < 0,05 vs controle mais L-NAME, n = 6-7]. Nenhum
dos protocolos alterou a reatividade a noradrenalina de aortas com desnudamento.

Conclusao: A obesidade induzida por dieta rica em gordura promove alteracdes metabdlicas e vasculares. A alteracao
vascular envolveu uma melhora da via endotelial L-arginina/NO provavelmente relacionada a hiperinsulinemia e
hiperleptinemia induzidas por dieta. A maior resisténcia aos efeitos do L-NAME na aorta de ratos obesos diz respeito
a menor vulnerabilidade de individuos obesos na presenca de patologias associadas que causam danos a atividade do
sistema NO. (Arq Bras Cardiol. 2011; [online].ahead print, PP.0-0)
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Abstract

Background: Mechanisms underlying vascular abnormalities in obesity remain to be completely clarified.

Objective: L-arginine/nitric oxide pathway was evaluated on vascular response of high-fat diet-obese rats, focusing on endothelial and smooth
muscle cells.
Methods: 30-day-old rats were divided in two groups: control (C) and obese (OB, high-fat diet for 30 weeks). After 30 weeks, body weight,

adiposity index, blood pressure, and metabolic and endocrine profiles of the animals were recorded. Curves to noradrenaline were obtained in
absence and presence of nitric oxide synthase inhibitor (.-NAME, 3x10*M) on intact and denuded thoracic aorta from C and OB rats.

Results: Body weight, adiposity index, leptin and insulin levels were increased in OB, while blood pressure was unchanged. Obesity also
produced glucose tolerance and insulin resistance. Reactivity to noradrenaline of intact aorta was similar in C and OB rats. L-NAME presence
produced a similar increase in maximal responses, but a higher leftward shift of noradrenaline responses in intact aorta from C than in OB rats
[EC50 (x107"M): C = 1.84 (0.83-4.07), O = 2.49 (1.41-4.38); [-NAME presence C = 0.02 (0.01-0.04)*, O = 0.21 (0.11-0.40)*t,*p < 0.05 vs
respective control, tp < 0.05 vs control plus L-NAME, n = 6-7]. None of the protocols altered the reactivity to noradrenaline of denuded aortas.

Conclusion: High-fat diet-induced obesity promotes metabolic and vascular alterations. The vascular alteration involved an endothelial
L-arginine/NO pathway improvement was probably correlated to diet-induced hyperinsulinemia and hyperleptinemia. The greater resistance
to L-NAME effects in aorta of obese rats raises concerns about the lower cardiovascular vulnerability of obese individuals in the presence of
associated pathologies that impair NO-system activity. (Arq Bras Cardiol. 2011; [online].ahead print, PRO-0)
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Introducao

A obesidade pode ser definida como uma doenga na qual o
excesso acumulado de gordura corporal é tal que a satide pode
ser afetada de forma adversa. E considerada uma epidemia
global, e constitui um dos principais problemas de satde
publica'?. Embora a etiologia da obesidade seja complexa,
diversos fatores foram envolvidos em seu desenvolvimento,
especialmente a ingestdo hipercalérica®. Neste contexto,
existem diversos modelos experimentais de obesidade,
contudo, a obesidade induzida por dieta é o modelo
experimental mais relevante em relacio a obesidade humana*.

Investigacoes recentes demonstraram que a obesidade
diminui a expectativa de vida e estd associada a complicagbes
médicas, como a diabete melito tipo 2, aumento na incidéncia
de certos tipos de cancer, complicagbes respiratorias (apneia
obstrutiva do sono), dislipidemia, hipertensao, ateroscleroses
e alteracoes vasculares'’. As diretrizes atuais endossam
fortemente a perda de peso para pacientes com sobrepeso ou
obesos. Esta iniciativa, contudo, nao distingue entre individuos
saudaveis e aqueles com doencas crénicas, como insuficiéncia
cardiaca e doenca arterial coronariana aterosclerética. Fazer a
distingao entre estas populagdes pode ser importante porque
ha evidéncias que entre os pacientes com doencas cronicas,
0 excesso de peso esta paradoxalmente associado com a
diminuicao de risco de desfechos adversos®®.

Diversos estudos tém mostrado que mudangas na produgao
e/ou liberacao de 6xido nitrico (NO), um dos principais fatores
endoteliais envolvido na regulagao do tonus muscular®',
estao envolvidos em vdrias respostas patofisiol6gicas. Embora
existam algumas controvérsias em relagao ao envolvimento da
via do NO em distrbios vasculares induzidos pela obesidade,
ha evidéncia que a piora na sintese de NO representa um
defeito central, desencadeando muitas das anormalidades
vasculares caracteristicas dos estados de obesidade""2.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
impacto da obesidade induzida por dietas ricas em gordura
na modulagdo da via do NO no tonus arterial, com enfoque
nas células endoteliais e musculares lisas. Este estudo aumenta
o entendimento dos mecanismos das alteragoes vasculares
induzidas pela obesidade.

Métodos

Animais

Ratos machos Wistar com trinta dias de vida (~150 g)
foram divididos aleatoriamente em dois grupos: controle
(C) e obeso (Ob). O grupo controle foi alimentado com
ragao padrao para ratos contendo 4% de gordura, 42,7% de
carboidratos e 22% de proteinas; enquanto que os animais
obesos receberam uma dieta rica em gordura contendo 20%
de gordura, 26,4% de carboidratos e 20% de proteinas. Cada
grupo foi alimentado com essas dietas por 30 semanas (C e
Ob; n = 22). A dieta rica em gordura foi elaborada em nosso
laboratério contendo Racao Animal em pé Agroceres® (Rio
Claro, SP, Brasil), alimento industrializado, suplemento de
proteina, vitaminas e minerais. A dieta rica em gordura era
rica em calorias (dieta rica em gordura = 3,65 kcal/g versus
dieta padrdo = 2,95 kcal/g) devido a maior composigao

de gordura, feita com é4cidos graxos saturados (20%) e nao
saturados (80%). Todos os ratos foram colocados em jaulas
individuais em ambientes climatizados e com temperatura
do ar em 23 =+ 3° C com um ciclo de 12 h de luz/escuridao
e 60 * 5% de humidade relativa.

Todos os experimentos e procedimentos foram executados
de acordo com o Manual sobre Cuidados e Uso de Animais de
Laboratdrio, publicado pelo U.S. National Institutes of Health',
e foram aprovados pelo Comité de Etica da Escola de Medicina
de Botucatu (UNESP, Botucatu, SP, Brasil).

Perfil nutricional, metabolico e endocrino dos animais

Para analisar se a obesidade induzida por dieta rica em
gordura estava associada com alteragées no comportamento
nutricional, o consumo de alimento foi medido diariamente.
A ingestao de calorias por semana foi calculada pela média de
consumo semanal de alimento x densidade energética dietética.

Como a obesidade é definida como uma quantidade
excessiva de gordura corporal em relagao a massa magra'#,
um ndice de adiposidade foi considerado a partir da soma
de diversas camadas adiposas. Apds 12-15 h de jejum, os
animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50
mg/kg) e sofreram eutanasia por decapitagdo. Os animais
foram toracotomizados e a gordura corporal (GC) total
medida pela soma dos pesos individuais das camadas
adiposas: visceral, epididimal e retroperitoneal. O indice
de adiposidade foi calculado pela razao: (gordura corporal
total/peso corporal final) x 100.

A obesidade pode ser acompanhada por distirbios
metabélicos e endécrinos', portanto foram analisadas a
tolerancia glicémica, leptinemia e insulinemia. Em relacao a
tolerancia glicémica, apés um jejum de 12-15 h, os ratos foram
submetidos ao teste de tolerancia a glicose (TTG). Amostras de
sangue foram obtidas do rabo para medidas basais e ap6s a
administracao de glicose (2 g/kg, i.p.)"'®. Amostras de sangue
foram coletadas nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos.
Os niveis de glicose foram determinados usando o analisador
ACCU-CHECK GO KIT (Roche Diagnostic Brazil Ltda., Brazil).
Atolerancia a glicose foi analisada a partir da area sob a curva
de respostas glicémicas. Para a andlise bioquimica e hormonal,
foi coletado sangue do tronco arterial em tubos heparinizados,
centrifugados a 3.000 g por 15 min a 4° C. As concentragoes
de leptina sérica e insulina foram determinadas por ELISA,
utilizando kits comerciais (Linco Research Inc.,EUA).

Modelo de avaliacao da homeostase (HOMA)

HOMA, um indice de resisténcia a insulina que emprega
medidas em jejum de concentragbes de plasma de glicose
e insulina, foi calculado de acordo com o método descrito
anteriormente’”.

Medida de pressao arterial sistolica

A pressao arterial sistolica foi determinada semanalmente
usando o método da pletismografia de cauda (Narco Bio-
Systems, Inc., Houston, TX) em ratos conscientes. Os ratos
foram pré-aquecidos a 35 = 2° C por 5 minutos e colocados
em um aparelho de contencao para medida de pressao
arterial. A média de trés medidas consecutivas estdveis
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(com uma diferenga de ~Tmin) foi registrada. A pressao do
manguito foi controlada automaticamente e os pulsos sistélicos
detectados pelo transdutor de pulso foram monitorados com o
sinal de dudio. Precaucoes foram tomadas na selecdo de um
tamanho de manguito apropriado para os animais.

Reatividade vascular

Ap6s 30 semanas de dieta rica em gordura ou ragao padrao
para rato, os animais foram decapitados. A aorta toracica
descendente foi excisada e liberada da gordura aderente e
do tecido conectivo. Dois anéis transversos da mesma artéria,
cada um com cerca de 4 mm de comprimento, foram cortados
e montados no tamanho 6timo para o registro da tensao
isométrica em cadmaras dos 6rgaos. Um anel foi utilizado como
controle, enquanto o endotélio foi mecanicamente removido
do outro raspando-se gentilmente a superficie luminal'. As
preparagoes foram montadas em banhos de érgaos contendo
7 ml solucao de Krebs-Henseleit, com composicado em mM:
NaCl 113,0; KCI 4,7; CaCl, 2.5; KH,PO, 1,2; MgSO, 1,1;
NaHCO, 25,0; Glucose 11,0; acido ascérbico 0,11. O fluido
do banho, mantido a 37,0 = 0,5 °C, foi saturado com uma
mistura gasosa de 95% de O, e 5% CO,. As preparagdes foram
deixadas para atingirem equilibrio por pelo menos 1 h sob
uma tensao de repouso de 1,5 g, a qual é 6tima na indugao
de contragdo maxima. A tensao foi registrada por um fisiégrafo
(Ugo Basile).

As curvas cumulativas de concentracio-efeito foram
construidas a partir da resposta do tecido a noradrenalina,
na auséncia e presenga de N¢-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME 3 x 10* M, inibidor de NO sintase - NOS) (Sigma
Chemical Co., St Louis, Missouri, EUA). No fim das curvas,
doses tnicas de acetilcolina (10 M) e nitroprussiato de s6dio
(10* M) foram usadas para testar a integridade das camadas
endoteliais e de musculo liso, respectivamente.

Analise estatistica

A pressao arterial, o indice HOMA e os perfis nutricional,
metabélico e endécrino foram expressos como médias =
desvios padroes. As comparagoes entre grupos foram feitas
usando o teste t de Student para amostras independentes.
A média semanal do peso corporal e o perfil glicémico dos
grupos foram comparados por ANOVA para medidas repetidas
e pelo teste de Bonferroni (post hoc test).

Foi calculada em cada experimento a concentragao de
agentes vasoativos que produziam uma resposta que era 50%
do méximo (EC50) e respostas méaximas. Os valores de EC50,
apresentados como média com intervalos de confianga de
95% e respostas maximas (g de tensao), apresentados como
médias = EPM, foram comparados por ANOVA e teste post
hoc de Tukey.

O nivel de significancia considerado foi de 5%.

Resultados

A Tabela 1 mostra os perfis nutricional, metabdlico e
enddcrino dos ratos. Os ratos obesos ingeriram menos comida
que os ratos controle, no entanto, a ingestao de calorias,
indice de massa corporal e peso final corporal, ao final das 30

semanas, foram maiores nos obesos que no grupo controle.
Além disso, a pressdo arterial nao diferiu entre o grupo
controle e o obeso (Tabela 1). A tolerancia a glicose foi menor
nos ratos obesos (Figura 1).

A leptina plasmaticaC = 2,2 £ 1,9; Ob = 7,8 = 3,3* ng/
dl, n = 6-7), os niveis de glicose (C = 107,0 + 22,1; Ob =
126,0 = 19,3* mg/dl, n = 6-7), os niveis de insulina (C =
0,23 = 0,08; Ob = 0,54 = 0,07* ng/dl, n = 6-7) e o indice
HOMA (C = 18.319 % 3.500; Ob = 25.151 = 4.100%,
n = 6-7) foram significativamente maiores nos obesos em
comparagao ao grupo controle (*p < 0,05).

Na auséncia do L-NAME, foi mostrado que a reatividade
a noradrenalina da aorta intacta era similar nos ratos com
dieta rica em gordura e nos ratos com dieta padrao (Figura
2 e Tabela 2). A remocado do endotélio causou um desvio a
esquerda das curvas da noradrenalina na aorta que foi similar
nos grupos controle e de ratos obesos (Figura 2 e Tabela 2). Este
procedimento também determinou um aumento similar na
resposta maxima a noradrenalina de aortas dos ratos controle
e obesos (Figura 2 e Tabela 2).

A presenca do L-NAME produziu um desvio a esquerda
nas curvas da noradrenalina que foi menor nas aortas
intactas de ratos em dieta rica em gordura do que nos
ratos controle (Figura 2 e Tabela 2). Esse inibidor também
produziu um aumento da resposta maxima da aorta a
noradrenalina que foi similar entre os grupos controle e
obesos (Figura 2 e Tabela 2).

Independente da presenga do L-NAME, a reatividade a
noradrenalina nao diferiu entre as aortas sem o endotélio
(Figura 2 e Tabela 2).

Discussao

Nesse estudo, os ratos com dieta rica em gordura
desenvolveram obesidade caracterizada pelo aumento no
peso corporal final e na massa de tecido adiposo. Embora

Efeito da obesidade induzida por dieta rica em gorduras
nas caracteristicas gerais dos ratos

Caracteristicas Controle Obeso
PCF (g) 498 + 26 562 + 36*
1A (g) 251417 218418
IC (g kcal/dia) 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
IA (%) 4,28 +1,65 5,96 £ 1,54*
PAF (mmHg) 1307 +57 1346469

Ratos Controle (n = 6) receberam uma dieta padréo (4% gordura, 42,7%
carboidratos e 22% proteina) e ratos obesos (n = 7) receberam uma dieta
rica em gorduras (20% gordura, 26,4% carboidratos e 20% proteina) por 30
semanas. PCF - peso corporal final; IA - ingestao de alimento; IC - ingestdo
calérica; GE - gordura epididimal; GR - gordura retroperitoneal; GV - gordura
visceral; IA - indice de adiposidade; PAF - presséo arterial final. Valores sédo
expressos como médias + DP. *p < 0,05 vs controle (teste t de Student para
amostras independentes).



Nascimento e cols.
Via NO-endotelial em ratos obesos por dieta rica em gordura

300+ *
250
200+
150+
100+

Glicose plasmatica (mg/dl)

50

400 @~ Controle (AUC = 18.319 + 3.500)

3507 —&— Obeso (AUC = 25.151 + 4.100%)

0 15

T
60 90 120

Tempo (min)

Fig. 1 - Teste de tolerancias a glicose em ratos controle recebendo uma dieta padréo: 4% gordura, 42,7% carboidratos e 22% proteina por 30 semanas (n = 22) e ratos
obesos, submetidos & 30 semanas de dieta com alto teor de gordura: 20% gordura, 26,4% carboidratos e 20% proteina (n = 22). Valores séo expressos como médias
+ desvios-padréo. AUC - érea sob a curva para glicose. * p < 0,05 controle vs obeso; ANOVA para medidas repetidas e teste post hoc de Bonferroni.

o grupo obeso tenha ingerido menos comida, o maior
ganho de peso exibido por esses animais ocorreu muito
provavelmente devido ao aumento de ingestao de calorias
e a eficiéncia da alimentagao em relagdao aos controles.
Além disso, os ratos obesos desenvolveram distdrbios
metabdlicos tais como intolerancia a glicose, hiperinsulinemia
e hiperleptinemia, caracteristicas comumente relacionadas
a obesidade humana™ "2, A resisténcia a insulina, definida
como diminuigdo da sensibilidade e/ou resposta as agdes
metabdlicas da insulina, é uma caracteristica cardinal da
diabete, obesidade e dislipdemia?'. Neste contexto, foi
mostrado um indice HOMA aumentado nos ratos obesos,
indicando o desenvolvimento de resisténcia a insulina nestes
animais, conforme mostrado previamente por Naderalli e
cols.?? em ratos alimentados com dieta especifica.

Alguns estudos experimentais relataram desfechos
prejudiciais de dietas altamente caléricas na reatividade
vascular. Por exemplo, dieta rica em gordura danifica o
vaso-relaxamento endotélio-dependente®***. Isto pode, pelo
menos em parte, explicar o aumento do risco de doenga
vascular em individuos e animais obesos. Além disso, a terapia
antioxidante melhora a fungao endotelial®>?¢, sugerindo
estresse oxidativo induzido por dieta na vasculatura.
No presente estudo, os ratos com dieta rica em gordura
tiveram alteracao vascular significativa, em particular uma
acentuada melhora endotelial que foi revelada na presenga
do L-NAME. Em outras palavras, a obesidade induzida pela
dieta ndo alterou a reatividade da aorta a noradrenalina na
auséncia do L-NAME. Contudo, a presenga deste inibidor
produziu um desvio a esquerda das curvas de noradrenalina
que foi menor na aorta dos ratos obesos em relagdo aos
ratos controle. Além disso, a dieta rica em gordura nao
induziu qualquer mudanga na reatividade do musculo liso

da aorta a noradrenalina. Esta conclusao pode ser inferida
da observacao que, independentemente da presenca do
L-NAME, a reatividade das aortas com desnudamento nao
diferiu entre os grupos controle e de ratos obesos.

Ja que a aorta de ratos obesos foi mais resistente aos
efeitos do L-NAME, pode ser hipotetizado que a via endotelial
L-arginina/NO ¢é acentuada na vasculatura de ratos obesos.
Além disso, este aumento da biodisponibilidade de NO
em ratos sob dieta rica em gordura pode representar um
mecanismo de adaptagdo para contrabalangar o desfecho
prejudicial relatado de dietas caléricas na reatividade vascular
na obesidade, principalmente o estresse oxidativo??¢. A
melhora da via NO endotelial também pode ser explicada
pela auséncia de mudangas na pressao arterial dos ratos
obesos, um pardmetro frequentemente aumentado na
obesidade humana e animal??®. Estes achados confirmam o
“paradoxo da obesidade”® e podem ajudar no entendimento
dos mecanismos responsaveis por essa condigao.

Finalmente, a literatura também relata que a vasodilatagao
levando a um aumento do fluxo sanguineo é a principal
consequéncia fisiolégica da produgao de NO estimulada
pela insulina no endotélio vascular®. Além disso, o horménio
leptina é capaz de ativar diretamente a produgao de NO em
vasos e esta ativagao é dependente da integridade endotelial*°.
Assim, a hiperinsulinemia e hiperleptinemia observadas em
animais alimentados com dieta rica em gordura podem ser
parcialmente responsaveis pelo aumento da produgao e/ou
liberacao de NO endotelial na vasculatura de ratos obesos.

No geral, este estudo indica que a obesidade induzida
por dieta rica em gordura promove alteragoes metabdlicas
e vasculares. A alteragdo vascular foi caracterizada por uma
melhora na via endotelial L-arginina/NO, provavelmente
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Fig. 2 - Curvas concentragdo-efeito a noradrenalina, na auséncia e presencga de L-NAME (3x10* M), obtidas em dois anéis, um com (simbolo sdlido) e o outro sem
(simbolo vazio) endotélio, da mesma aorta toracica de ratos controle (recebendo uma dieta padrao: 4% gordura, 42,7% carboidratos e 22% proteina por 30 semanas, n
= 6) e obesos (recebendo dieta com alto teor de gordura: 20% gordura, 26,4% carboidratos e 20% proteina por 30 semanas n = 7). * p < 0,05; ANOVA e teste de Tukey.

Resposta maxima e valores de EC50% a noradrenalina, obtidos em dois anéis, um com e o outro sem o endotélio, na presenca e
auséncia de L-NAME (3x10), da mesma aorta toracica de ratos controle e obesos

Resposta maxima (g) EC50
Grupos
Com endotélio Sem endotélio Com endotélio (x107 M) Sem endotélio (x10 M)

I 1,84 0,16%
Sem inibidor 2,69+0,10 5,74 + 0,401 (0,83-4.07) (0,06-0.42)

Controle (n =6) 000" o1
L-NAME 4,91+0,18 5,60 +£ 0,22 (0,01-004) (0,05-0,38)

I 2,49 0,221
Sem inibidor 2,35+0,07 5,90 + 0,38t (1,41-4,38) (0,08-0.55)

Obeso (n=7) 021t 0158
L-NAME 533+0,18 572+0,28 (0,1-0,40) (0,05-0,43)

Ratos Controle receberam uma dieta padréo (4% gordura, 42,7% carboidratos e 22% proteina) e ratos obesos receberam uma dieta rica em gorduras (20% gordura,
26,4% carboidratos e 20% proteina) por 30 semanas. Resposta méxima e EC50 sdo expressos como média + EPM e média seguida por intervalo de confianca de 95%
em paréntesis, respectivamente.* p < 0,05 vs controle respectivo; 1 p < 0,05 vs controle/L-NAME; 1 p < 0,05 vs respectiva aorta com endotélio; ANOVA e teste de Tukey.
n - nimero de animais.



Nascimento e cols.
Via NO-endotelial em ratos obesos por dieta rica em gordura

relacionada as hiperinsulinemia e hiperleptinemia induzidas
pela dieta. Finalmente, a maior resisténcia aos efeitos do
L-NAME na aorta dos ratos obesos em relacdo aos ratos
controle suscita questoes sobre a menor vulnerabilidade
cardiovascular de individuos obesos na presenga de patologias
associadas que causam danos a atividade do sistema NO.
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