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Resumo

Silva, J.F. Estudo das alteracfes vasculares em modelo murino de obesidade
induzida por dieta hiperglicidica e avaliacdo da eficacia do treinamento fisico de
intensidade moderada. 2015. 119 f. Tese (Doutorado) — Instituto de Ciéncias

Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2015.

A obesidade esta associada ao aumento do risco para doencas cardiovasculares
e metabdlicas, como a hipertenséo e diabetes. Nessas condi¢des, a inflamacéo
do tecido adiposo contribui para o desenvolvimento das alteragdes vasculares e
agrava o quadro fisiopatolégico relacionado com essas doencas. A pratica de
exercicio fisico como prevencdo das alteracbes vasculares associadas a
obesidade é amplamente recomendada embora ndo haja consenso de seus
beneficios a longo prazo. Objetivos: Investigar os mecanismos implicados nas
alteracées vasculares em um modelo de obesidade induzida por dieta
hiperglicidica e avaliar a eficacia do treinamento de intensidade moderada na
prevencado dessas alteracfes. Métodos: Foram usados camundongos machos
com 12 semanas de vida, C57BL/6J e INOS™, divididos em 4 grupos: sedentario
controle (SC); sedentério dieta hiperglicidica (SD), exercicio controle (EC) e
exercicio dieta hiperglicidica (ED). Os animais foram tratados com rag&o controle
ou com dieta hiperglicidica, constituida de racdo controle enriquecida com leite
condensado e acucar, por 8 semanas. Foi realizado um protocolo de treinamento
fisico em esteira, gradativo em intensidade, cinco dias por semana,
concomitantemente ao tratamento com a dieta. Alteracdes de peso corporal, de
depdsitos de gorduras e de parametros metabdlicos, inflamatorios e hormonais
foram analisados. A reatividade vascular da aorta e da mesentérica foram
mensuradas em banho de 6rgdo utilizando transdutores isométricos. As
expressoes proteicas da INOS, da eNOS, da COX-2, do receptor-1 para o TNFa,
da subunidade p65 do NFkB foram avaliadas por Western Blot. A presséo arterial
e a frequéncia cardiaca foram registradas usando a técnica de pletismografia de
cauda. A producéo basal de NO na aorta dos animais foi estimada pela dosagem
indireta com diaminonaftaleno e pela microscopia de fluorescéncia usando a

sonda DAF-FM. Resultados: A dieta induziu o aumento do depdsito de gordura

Vi



visceral, das concentracdes séricas de insulina, de leptina, de colesterol total, da
fracdo de LDL, da relacdo LDL/HDL e de TNFa. Os animais obesos
apresentaram aumento de TNFa, MCP-1 e IL-6 no tecido adiposo mesentérico,
epididimal e retroperitoneal, mas n&do no tecido adiposo periadrtico. O
treinamento fisico reduziu o ganho de peso, os depdsitos de gordura e as
concentragdes de colesterol e de LDL dos animais ED. Ele preveniu o aumento
da producéo de citocinas, de insulina e leptina induzida pela dieta hiperglicidica.
N&o houve alteracdo das concentracdes séricas de glicose, acidos graxos e
triglicérides, como também ndo encontramos mudancas na pressao arterial e na
frequéncia cardiaca entre 0s quatro grupos experimentais. Quanto a reatividade
vascular da aorta, ndo foi observada diferenga no relaxamento induzido pela
acetilcolina entre os grupos. No entanto, a resposta contratil a fenilefrina se
mostrou diminuida no grupo SD e néo foi prevenida pelo treinamento no grupo
ED. Essa diferenca nado foi observada nos vasos sem endotélio ou apés o pré-
tratamento com L-NAME (300uM) ou com L-NIL (10uM), sugerindo que essa
disfuncéo é dependente do aumento da producédo endotelial de NO pela iNOS.
A aorta dos animais dos grupos SD e ED também apresentou aumento da
expressao da iNOS, do receptor-1 para o TNFa, e da producéo basal de NO. Na
artéria mesentérica, os animais obesos apresentaram uma disfuncéo vascular
caracterizada por uma menor resposta vasodilatadora a acetilcolina e uma maior
resposta contratil a fenilefrina em relacdo aos animais do grupo SC. A
hipercontratilidade mesentérica foi prevenida pelo treinamento fisico ou pelo pré-
tratamento com ibuprofeno (10uM), ou com celecoxibe (10uM), ou com
antagonista dos receptores TP (SQ29548, 10uM). Esses resultados sugerem
gue a dieta estimulou a via da COX-2 e a producéo de prostandides contrateis
na artéria mesentérica. A artéria mesentérica dos animais obesos apresentou
maior expressdo da COX-2, do receptor-1 para o TNFa e da subunidade p65 do
NFkB. Esse aumento foi prevenido pelo treinamento fisico. Nos animais iNOS™
e nos animais com silenciamento agudo da iINOS alimentados com a dieta
hiperglicidica ndo foram observados a diminuicdo da contratilidade da aorta e 0
aumento da contratiidade da artéria mesentérica. Conclusbes: Os animais
obesos apresentaram alteracdes vasculares e metabdlicas semelhantes as
observadas em humanos obesos, como o0 aumento do tecido adiposo visceral, 0

aumento dos niveis circulantes de colesterol e da fracdo LDL do colesterol, e
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alteracdes vasculares que variaram conforme o leito vascular estudado. A
alteracdo da funcdo vascular, tanto da aorta quanto da artéria mesentérica,
estava relacionada comas modificagbes induzidas pelas citocinas pro-
inflamatorias advindas do tecido adiposo adjacente e da corrente sanguinea.
Essas citocinas levaram a ativagao da via do TNFa/receptor-1 do TNFa/NFkB,
com consequente expressdo da iNOS e da COX-2. Finalmente, o treinamento
fisico, quando introduzido juntamente com a dieta, preveniu o aparecimento de
efeitos indesejaveis induzidos pela obesidade, como a disfuncéo vascular da
artéria mesentérica, o estado pro-inflamatorio dos animais obesos e alteracdes
metabolicas. Esses resultados mostram a eficacia do exercicio fisico como

terapia ndo-farmacologica na prevencao dos efeitos deletérios da obesidade

Palavras chaves: obesidade, inflamacéo, disfuncdo vascular, exercicio fisico.
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Abstract

Silva, J.F. Study of vascular alterations in a murine model of obesity induced by
high-carbohydrate diet and evaluation of the moderate intensity physical training
effectiveness.2015. 119 f. Tese (Doutorado) — Instituto de Ciéncias Bioldgicas,

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2015.

Obesity is an important risk factor for many cardiovascular diseases such as
hypertension, atherosclerosis and diabetes. Under this condition, the adipose
tissue inflammation contributes to the development of vascular alterations and
intensifies the related pathophysiological stages of these diseases. The practice
of physical activity as prevention of vascular changes associated with obesity is
widely recommended although there is no consensus of its long-term benefits.
The aim of this study was to investigate the impact of physical training on vascular
and metabolic changes induced by a high-carbohydrate diet. Methods: C57BL/6J
mice (12 weeks) were randomly assigned into four groups: untrained + standard
diet (SC); untrained + high-carbohydrate diet (SD); trained + standard diet (EC)
and trained + high-carbohydrate diet (ED). The animals were fed either standard
chow or with high-carbohydrate diet that was enriched with condensed milk and
sugar, during eight weeks. Simultaneously, low intensity exercise training (60%
of maximal speed of maximal exercise test) was performed on a motor treadmill
five days/week. We assessed body weight, perivascular, mesenteric, testis and
retroperitoneal fats. Metabolic, inflammatory and hormonal parameters were
evaluated using specific commercial kits. Vascular reactivity in aortic and
mesenteric arteries rings was assessed in an organ bath using isometric
transducers. Systolic blood pressure and heart rate were measured by tail
pletismography. Protein expressions of the iINOS, eNOS, COX-2, receptor-1 to
TNF, the p65 subunit of NFkB were assessed by Western blot. The basal
production of nitric oxide in the aorta was estimated by indirect dosage with
diaminonaphthalene and by fluorescence microscopy using DAF-FM probe to
NO. Results: High-carbohydrate diet induced an increase of visceral fat, and of
the concentrations of total cholesterol, especially LDL fraction, insulin, leptin. The
obese mice showed increased pro-inflammatory cytokines production on the



mesenteric adipose tissue, epididymal and retroperitoneal. It is also observed a
raise of TNFa in the obese animal serum. The periaortic adipose tissue of animals
showed no change in TNFa and MCP-1 secretion profile. Physical training
reduced weight gain, fat deposits, and concentrations of cholesterol and LDL in
the ED group. It also prevented the increase of cytokine production in the serum
and adipose tissue, and prevented the raise of insulin and leptin-induced high-
carbohydrate diet. There was no change in serum concentrations of glucose, fatty
acids and triglycerides, glucose tolerance test, blood pressure, heart rate among
the four experimental groups. Data from vascular reactivity showed a contractile
dysfunction, characterized by decreased response to phenylephrine in the aorta
of animals SD compared to animals SC. This difference was endothelium-
dependent and reverted by the pre-treatment with L-NAME (300uM) or with L-
NIL (10uM). The exercise was unable to restore the contractile response induced
by diet (ED group). These results suggest that the dysfunction is dependent on
the increased production of NO by inducible isoform of nitric oxide synthase. The
aorta of the ED group’s animals also showed increased expression of the iNOS,
receptor for TNF-1, and basal NO production. In the mesenteric artery of obese
sedentary group, we found a vascular dysfunction characterized by increased
contractile response to phenylephrine and decreased vasorelaxation response to
acetylcholine. These alterations were prevented by exercise training. The
mesenteric hypercontractility of SD group also was restored by the pre-treatment
with ibuprofen (10uM) or with celecoxib (10uM), or with the TP receptor
antagonist (SQ29548, 10uM). These results suggest that the pathway of COX-2
and contractile prostanoids production were stimulated in the SD mesenteric
artery by high-carbohydrate diet. The mesenteric artery of obese animals showed
higher expression of COX-2, receptor-1 for TNF and p65 subunit of NFkB. These
increase was prevented by physical training. In the animals with deletion of the
INOS and in the animals with acute silencing of INOS, both of them fed with the
high-carbohydrate diet, we have not observed the vascular dysfunction. In
conclusion: Obese animals showed vascular and metabolic changes similar to
those observed in obese human beings, such as increased visceral adipose
tissue, increased circulating levels of cholesterol and LDL, and vascular changes
that vary depending on the vascular bed. The vascular dysfunction, both in the

aorta and in the mesenteric artery, was related to the alterations induced by pro-
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inflammatory cytokines arising from the surrouding adipose tissue and
bloodstream. These cytokines led to the activation of the TNF o/ TNFa receptor-
1 / NFkB, with consequent expression of target genes of this pathway, such as
INOS and COX-2. The physical training was able to prevent the onset of
contractile and endothelial dysfunction of mesenteric artery and improves
metabolic parameters, probably by reducing the pro-inflammatory state found in
obese animals. These results show the efficacy of exercise as therapy in

preventing the deleterious effects of obesity.

Key words: obesity, inflammation, vascular dysfunction, exercise training.
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Introducao

A importancia do Sistema Vascular

As fisiopatologias que alteram a funcionalidade do sistema vascular, como
a obesidade e a aterosclerose, estdo descritas em inameros trabalhos
publicados em revistas e periddicos de grande impacto no meio académico-
cientifico [1, 2]. A preocupacdo com o desenvolvimento destas doengas esta
relacionada aos danos induzidos ao sistema vascular que acarretam impactos
negativos sobre os demais sistemas do organismo [3-6] e diminuem a sobrevida
do paciente, deixando-o predisposto a desenvolver outras doencas, como a

hipertenséo, o infarto e o diabetes Mellitus [4, 7].

O sistema vascular é constituido por um circuito fechado de tubos, com
estrutura diferenciada para transportar o sangue com velocidade e pressao
ideais para perfusdo adequada dos tecidos [8]. Cada segmento desse circuito,
ou seja, cada tipo de vaso sanguineo apresenta caracteristicas morfofisiologicas
especificas, correspondente as funcbes que exercem [5, 8]. Essas diferencas

estruturais e funcionais permitem a divisdo dos vasos em artérias, arteriolas,

capilares, vénulas e veias (figural).

e e s PR B Vi
Figura 1- Imagens feitas de preparos histoldgicos corados com hematoxilina e eosina. As imagens
foram retiradas do tutorial MOL, desenvolvido para o estudo de Histologia Geral, pelo Prof. Dr. Paulo
A. Abrahamsohn. Médulo 11 — Aparelho circulatério, laminas: 11-10; 11-13 e 11-19. A: artéria de
meédio calibre, V: veia de médio calibre, a: arteriola, v: vénula e setas: capilares. Disponivel no site
http://www.icb.usp.br/mol. Acesso em 22 de margo de 2015 as 21 horas.
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As artérias possuem paredes mais fortes, com uma camada média mais
espessa, constituida de grande quantidade de fibras elasticas e células
musculares. A camada mais interna da artéria € formada por células endoteliais
e a mais externa, chamada de camada adventicia, possui principalmente, tecido
conjuntivo. O sangue circula pelas artérias sob alta pressdo e velocidade. Um
exemplo é a aorta, a artéria de maior calibre do corpo, que aumenta o seu
diametro, acomodando, praticamente, todo o volume de sangue que é ejetado a
cada sistole cardiaca. Essa capacidade das artérias de aumentar o seu diametro
vascular € chamada de distensibilidade (complacéncia) vascular. Devido a
elasticidade arterial, as artérias conseguem retornar ao seu didametro inicial a
medida que o sangue flui para o préximo segmento vascular. A complacéncia e
a elasticidade aortica juntas trazem outra consequéncia que merece destaque,
ela transforma o fluxo sanguineo intermitente, gerado pelos batimentos cardiaco,

em fluxo continuo para o restante da circulagéo [8-10].

Como as caracteristicas acima descritas sdo importantes para
manutencao do fluxo sanguineo ideal, alterac6es na parede vascular da aorta,
ou de outras artérias, em decorréncia de doencas ou do processo de
envelhecimento, também tém sido alvos de varios estudos [11-13]. Por exemplo,
Chen e colaboradores mostraram que a obesidade em camundongos se
relaciona com uma maior fragmentacéo e desorganizacédo da elastina presente
na parede vascular da aorta, desencadeando mudancas que resultam na rigidez
arterial. Essa desestabilizacdo da rede de fibras elastica em camundongos
obesos esta associada a uma menor atividade da enzima lisil oxidase (LOX),
responsavel pela formacao de pontes intra- e intermoleculares entre as fibras de
colageno e elastina. Além disso, a inflamacéo do tecido adiposo perivascular da
aorta desses animais também pode contribuir para o aumento da degradacéo da
elastina, devido a ativacdo de metaloproteinases presentes na matriz

extracelular [14].

O proximo conjunto vascular é constituido pelas pequenas artérias e as
arteriolas, que sao ramificacdes finais do sistema arterial. A camada média
desses vasos apresenta uma maior quantidade de muasculo liso vascular e uma

guantidade reduzida de fibras elasticas quando comparada as grandes artérias,
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guardadas as devidas proporcdes. Essas caracteristicas histologicas permitem
que esses vasos controlem o fluxo sanguineo em resposta a variagao de fatores
humorais, neurais ou quimicos locais [15, 16]. A contracdo da camada muscular
das arteriolas pode chegar a ocluir o seu limen e, assim, impor uma maior
resisténcia a passagem do sangue. Por outro lado, o relaxamento dessas células
resulta em um aumento do didmetro da arteriola e, consequentemente, em uma
reducdo na resisténcia vascular a passagem do fluxo sanguineo [8, 10]. Nesse
ponto, é importante lembrar o conceito de pressao arterial. A pressao arterial €
determinada pelo débito cardiaco e pela resisténcia vascular periférica, portanto,
aumento na resisténcia pode resultar em maiores valores de pressao arterial [9].
Quando a pressédo arterial sistolica € igual ou superior a 140 mmHg e/ou a
pressdo diastolica é igual ou superior a 90 mmHg, caracteriza-se a hipertensao
arterial [17]. A hipertensdo € um problema de saude publica global, atingindo
quase um bilhdo de pessoas em todo o mundo [17]. Varias doencas, como a
obesidade, que levam a disfuncéo vascular, podem induzir o desenvolvimento
da hipertensao [9], justificando os estudos que visam esclarecer os mecanismos
envolvidos nessas doencas [7, 12, 18]. No entanto, modelos experimentais que
apresentam apenas uma dessas doencas podem ajudar a compreender quais
alteracOes vasculares séo decorrentes da obesidade e quais sao resultados da

hipertenséao.

Continuando o circuito vascular, as arteriolas se ramificam e em sua
extremidade inicia-se uma rede de vasos de menor calibre, os capilares. A sua
parede vascular é especializada em realizar trocas de gases, nutrientes e células
entre o sangue e o liquido intersticial do tecido adjacente, sendo constituida de
uma camada de células endotelial e sua lamina basal [5, 8, 10]. Portanto, a
integridade dos capilares € essencial para manutencéo do fluxo de nutrientes e
preservacdo da funcdo tecidual. Doencas provocadas pelo tabagismo,
dislipidemia ou outros fatores podem afetar a integridade das células endoteliais
e, consequentemente, a funcdo dos capilares, resultando em danos teciduais
[19, 20].

Os capilares se fundem formando as vénulas que, por sua vez, coalescem

e formam vasos de maior calibre, as veias. As veias transportam o sangue de
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volta ao coracgdao, finalizando o sistema vascular. O sangue flui pelas veias em
baixa pressao, ndo havendo necessidade de paredes espessas e fortes para
suportar uma forca pressorica elevada. Assim, as veias apresentam paredes
mais finas, quando comparadas as artérias, com poucas células musculares
lisas e maior proporgéo de fibras elasticas. Devido a presenca de fibras elasticas,
as veias sdo bastante distensiveis e atuam como importante reservatorio de
sangue para o sistema circulatério, podendo ser acionadas conforme a
necessidade do organismo como, por exemplo, durante uma sessdo de
treinamento fisico, na qual os individuos apresentam um maior retorno venoso e
consequente aumento do débito cardiaco [21]. Em algumas doencas, como na
insuficiéncia venosa cronica, alteragcbes hemodindmicas do fluxo sanguineo
venoso, tais como o aumento do fluxo retrogrado venoso e a hipertenséo venosa,
podem ocorrer, bem como alteracbes estruturais da parede e das valvulas

venosas, resultando na formagao das veias varicosas [22].

Em termos gerais, a funcao primordial do sistema vascular é a de suprir
as necessidades metabdlicas dos tecidos corporais e, para isso, suas
caracteristicas fisicas sdo ajustadas a funcdo de cada segmento deste sistema,
como exemplificado acima. Os estudos de alteracdes vasculares levam em
consideracdo essas diferencas, e alguns trabalhos mostram que um mesmo
estado patolégico pode desencadear alteracdes distintas se compararmos
diferentes leitos vasculares. Por exemplo, Mendizabal e colaboradores
mostraram que existem diferencas na resposta vascular a agentes contrateis e
relaxantes na aorta em relacéo a artéria mesentérica de ratos espontaneamente
hipertensos e obesos. Os pesquisadores citados acima mostraram, também, que
as referidas artérias respondiam diferente ao tratamento com glitazonas,
farmacos que aumentam a sensibilidade dos tecidos a insulina [23]. A diferenca
de respostas vasculares também poderia estar relacionada a outros fatores
como, por exemplo, ao género [24], no entanto, oS mecanismos envolvidos que

explicam essa diferenca ainda nao estdo completamente esclarecidos.

Um destaque deve ser dado ao endotélio, que recobre a camada interna
de todo o sistema vascular, desde o coracéo e passando por todos os tipos de

vasos [5]. Ele funciona como um sensor, adaptado as caracteristicas do
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ambiente local, e que apresenta uma forte integracdo entre suas células e o
musculo liso vascular, através das juncdes intercelulares entre as células
endoteliais e até mesmo entre essas células endoteliais e as fibras do musculo
liso vascular [25, 26]. Assim, a célula endotelial é capaz de detectar variacdes
metabdlicas, de fluxo, de mediadores quimicos, e transmiti-las para as demais
camadas da parede. Além disso, ela € capaz de responder a essas variagoes,
desencadeando uma série de reacdes que resultam no ajuste da funcao vascular
ao novo ambiente. Portanto, alterac6es na funcao endotelial podem justificar as
diferentes respostas vasculares no desenvolvimento dos processos patologicos,
porém, mais estudos sdo necessarios para compreendermos melhor como
essas alteragdes se desenvolvem nos diferentes leitos vasculares, em condi¢des

patoldgicas.

O endotélio vascular

Atualmente, o endotélio ndo é considerado apenas como uma camada
linear de células especializadas em trocas gasosas e de nutrientes entre o

[{FFe

sangue e o tecido adjacente. Ele pode ser compreendido como um “0rgao”
metabolicamente ativo, heterogéneo e dinamico [6], que participa de varias
funcdes biolégicas importantes, como, por exemplo, do controle da
permeabilidade vascular, da proliferacdo de células musculares lisas, da
imunidade inata e adaptativa, da homeostase sanguinea e da regulacéo do tonos

vascular.

Para executar essas funcdes, o endotélio expressa, sintetiza e libera
substancias bioativas de acdo paracrina. Moncada e colaboradores foram os
pioneiros na identificacdo de substancias vasoativas liberadas pelo endotélio, em
1977. Eles mostraram que a camada intima da parede vascular produzia uma
substancia com acdo vasodilatadora e inibitéria da agregacdo plaquetaria,
denominada por eles, como prostaciclina ou PGl2. Foi a primeira publicacéo que

sugeriu um papel importante do endotélio no controle vasomotor e uma
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explicagdo para auséncia da formacao de trombos na presenca de um endotélio
saudavel [27].

Atualmente, ja se sabe que as células endoteliais formam uma superficie
ndo-trombogénica, que impede a aderéncia de plaguetas e de outras células
sanguineas, bem como a ativacdo da cascata da coagulacdo do sangue. As
principais moléculas envolvidas nessa funcédo do endotélio sdo a enzima ecto-
ADPase (que degrada o ADP proveniente da agregac¢ao plaquetéria, limitando a
extensdo dessa agregacdao), a prostaciclina (PGl2) e o 6xido nitrico (NO).

A importancia do éxido nitrico e seu papel determinante como mediador
de varias funcdes do endotélio comecaram a ser descritos por Furchgott e
Zawadzki, em 1980. Eles verificaram que a presenca do endotélio era essencial
para o efeito vasodilatador da acetilcolina em anéis de aorta de coelho e
concluiram que a acetilcolina agia no receptor muscarinico da célula endotelial,
estimulando a producédo de um fator relaxante que induzia o relaxamento das
células do musculo liso vascular [28]. A partir dessa descoberta, alguns esforcos
foram feitos para identificacdo desse “fator relaxante derivado do endotélio
(EDRF)”. Em 1987, separadamente, dois grupos de pesquisadores conseguiram
esse feito. Ignarro [29] e Palmer [30], e seus respectivos colegas, demonstraram
gue o EDRF era o 6xido nitrico, capaz de estimular a enzima guanilato ciclase e
aumentar a producdo de monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) em varios
tecidos [31], mas que, até entdo, nado tinha sido identificado como mediador
enddgeno do organismo [32].

Depois da descoberta do NO e a sua relagdo com o endotélio, verificou-
se que, além do seu efeito vasodilatador e anti-trombogénico, 0 NO produzido
pelo endotélio modulava outros processos, como crescimento da parede
vascular, onde o NO pode atenuar a hipertrofia e a hiperplasia das células do
musculo liso vascular estimulada por endotelina-1 e angiotensina-2 [33]. Além
disso, estudos mostraram que alteragbes na producdo de NO pelo endotélio
estavam relacionadas ao desenvolvimento e progressdo de varias doencas,

como na obesidade e na lesdo pulmonar aguda [3, 34].
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Além do 6xido nitrico e da prostaciclina, o endotélio é capaz de produzir o
EDHF (fator hiperpolarizante derivado do endotélio). Sua natureza quimica ainda
nao foi bem definida. Alguns trabalhos sugerem que o EDHF seja um fator
humoral produzido pelo endotélio, podendo ser o potassio (K+) [35], o peréxido
de hidrogénio (H202) [36], a anadamida [37] ou metabdlitos do acido
araquidénico derivados do citocromo P-450 [38], que hiperpolarizariam a célula
muscular lisa, induzindo uma resposta vasodilatadora [39]. Porém, outros
trabalhos sugerem que o EDHF seja um fenbmeno elétrico que se propaga do
endotélio para a célula muscular, através de juncdes do tipo GAP existentes
entre a célula endotelial e a célula do musculo liso vascular, chamadas de
juncBes GAP mio-endoteliais, que também poderiam levar a hiperpolarizacao da
célula muscular [26, 39]. Apesar de nao existir uma definicdo quanto a sua
natureza, o EDHF promove o relaxamento da célula muscular lisa,
principalmente, de artérias de resisténcia, exercendo um papel importante na
resposta vasodilatadora de varios leitos vasculares, como a artéria mesentérica,
carotida, coronaria e renais, contribuindo para o controle do tono vascular dessas

artérias [39].

O endotélio também expressa receptores em sua membrana celular que
reconhecem glicoproteinas presentes na superficie de leucdcitos, controlando,
assim, a adesao e migracao dos mesmos. Esses receptores e glicoproteinas séo
denominados de moléculas de adesdo, sendo divididas em trés classes:
integrinas, selectinas e a superfamilia de imunoglobulinas [40]. Quando o
endotélio é ativado, por exemplo, em resposta a doencas inflamatorias e no
desenvolvimento de lesdo aterosclerética, a expressédo dessas moléculas esta
aumentada, sugerindo uma participacdo importante do endotélio e das

moléculas de adesdo em processos inflamatorios e na aterogénese [40].

Outros importantes fatores vasoativos também s&do produzidos pelo
endotélio, como outros prostanoides e eicosanoides derivados da via das
ciclooxigenases e do metabolismo do acido araquidonico [41]. A endotelina-1,
um peptideo de 21 aminoacidos, também é produzida pelo endotélio e é
considerada um potente vasoconstritor, além de ser um agente mitogénico das

células do musculo liso vascular [33, 42]. Além disso, 0 endotélio possui um
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sistema renina-angiotensina (SRA) local completo, incluindo a enzima
conversora de angiotensina e os receptores da angiotensina Il. O SRA participa

ativamente do controle da presséo arterial [7].

Todas essas acdes desenvolvidas pelo endotélio demonstram a
importancia da funcionalidade da camada endotelial para manutencdo da
homeostasia do sistema vascular e também justificam os inimeros estudos que
visam entender as alteracées na funcdo endotelial envolvidas em processos
patolégicos. Uma dessas alteracfes esta relacionada ao controle da resposta

constritora e relaxante do musculo liso vascular.

Contracéao e relaxamento do musculo liso vascular

Mudangas na concentracdo de calcio no citosol, [Ca?*]c, e no grau de
fosforilacdo das proteinas contracteis sao 0s principais mecanismos gue regulam
0 estado contractil das células do muasculo liso vascular. Um aumento ou
diminuicdo da [Ca?*]c nessa célula resulta, respectivamente, em contragdo ou
relaxamento vascular. Em condi¢des fisiolégicas, o musculo liso vascular
encontra-se parcialmente contraido (tono vasomotor) sob a influéncia de varios

tipos de sinais regulatérios, como neural, endotelial, humoral e miogénico [43].

De uma forma geral, existem duas formas de iniciar a contracdo na célula
muscular lisa, chamadas de acoplamento eletromecéanico e de acoplamento
farmacomecanico. O primeiro ocorre em consequéncia da despolarizacdo da
membrana da célula muscular, que resulta, principalmente, no influxo de calcio
através dos canais para calcio do tipo L, voltagem dependentes. Esse influxo de
calcio estimula a liberacdo de mais célcio dos estoques intracelulares,
aumentando a concentracdo desse ion no citosol e, assim, iniciando o processo

contratil.

O acoplamento farmacomecanico, por sua vez, é ativado pela interacédo
entre um ligante e seu respectivo receptor presente na membrana do muasculo

liso. A ativacdo desse receptor de membrana estimula a entrada de Ca?* na
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célula, a liberacdo desse ion de estoques intracelulares para o citosol e aciona
mecanismos intracelulares que aumentam a sensibilidade da maquinaria

contratil ao célcio [44]. Assim, agonistas que ativam receptores acoplados a
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Figura 2 - Acoplamento excitagdo-contracdo do musculo liso. No musculo liso, a contragao
pode ocorrer por mecanismo independente de potencial de acdo de membrana, porém
dependente de agonistas. O influxo de célcio pode ocorrer via VOCs, por canais regulados
por ligantes ou pela liberagdo de calcio de estoques do RS via ativacdo de IPz R. Em geral,
nesse tipo de musculo, o aumento na [Ca?]c € mais lento do que nos outros tipos de
musculos, esquelético e cardiaco, devido a particular dependéncia dos segundos
mensageiros, IPse DAG. IP3 ao ativar IP3R, além de depletar os estoques de calcio do RS,
poderia acionar os IPsR-ROC (também considerado um canal para calcio da classe do SOC),
levando ao influxo de calcio para o citosol. A concentragao de calcio aumentada no citosol
pode estimular a atividade do RyR, auxiliando na deplecdo dos estoques de célcio do RS.
Além disso, em resposta a deplegao dos estoques de calcio do RS ocorre a oligomerizagéo
do STIM, liberando o CIF. O CIF, por sua vez, ativa a PLA2g, responsavel por ativar o Orai (um
outro canal para célcio da classe dos SOC). As diferentes vias, simultaneamente ativadas ou
ndo, possibilitam o aumento na concentragdo citosoélica de célcio, aumentando a interagao
Ca?*-CaM, determinante para aumentar a atividade de MLCK, responsavel pela fosforilagéo
da RLC da miosina (miosina P), desencadeando a contragdo muscular. A concentracao
citosdlicade célcio pode ser posteriormente reestabelecida pela atividade da Na*K* - ATPase,
bem como de outras ATPases como SERCA e PMCA, além do NCX. VOC - canais para calcio
operados por voltagem; GPCR - receptor acoplado proteina G; RS - reticulo
sarcoplasmético; RyR — receptor para rianodina; IPsR — receptor para trifosfato de inositol;
IPs—trifosfato de inositol; DAG —diacilglicerol; IPsR-ROC — receptor operado por IPzR; SOC -
canais para calcio operados por estoque; STIM- sensor para deplecdo de célcio do interior
do RS; CIF — fator de influxo para célcio; PLA2g - fosfolipase Azs; Ca?* - CaM — célcio-
calmodulina; MLCK - cinase da cadeia leve de miosina; RLC - cadeia leve regulatéria;
miosina P — miosina fosforilada; SERCA — calcio ATPase do reticulo sarcoendoplasmatico;
PMCA - calcio ATPase da membrana plasmatica; NCX — trocador socio-céalcio. Figura de
Silva, B. R. e Bendhack L.M., retirada do capitulo 28 do livro Sinalizagcdo de Célcio:
Bioquimica e Fisiologia Celulares. Resende, R.R., Guatimosim S. e Leite, M. F. 2012. Editora
Sarvier [43].
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proteina Gagq, como o al-adrenérgico, muscarinicos M1, M3 e M5, no muasculo
liso vascular levam ao aumento da[Ca?*]c [45]. Essa interacdo agonista-receptor
estimula a enzima fosfolipase C (PLC) que hidrolisa o PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato) na membrana plasmatica, originando dois importantes mensageiros
intracelulares: IP3 (trifosfato de inositol) e o DAG (diacilglicerol). O IP3 interage
com o seu receptor no reticulo sarcoplasmatico (IPsR) e estimula a liberagédo do
calcio para o citosol. Por sua vez, o DAG ativa a proteina cinase C (PKC), que
fosforila canais para célcio na membrana plasmatica, promovendo o influxo de

calcio, figura 2 [43].

A PKC pode estimular também a contracdo muscular inibindo a miosina
fosfatase, enzima que diminui a resposta contratil, pois reduz a fosforilacdo da
cadeia leve de miosina, reduzindo a interacdo entre a miosina e a actina para a
contracdo do musculo liso. Esse mecanismo de “inibicdo da inibicao” também

esta associado a ativacdo da via Rho-cinase [43, 44, 46].

Ap6s o0 aumento da [Ca?*]c, devido a mobilizacdo desse ion dos estoques
intracelulares ou do influxo do meio extracelular, ele se liga a calmodulina (CaM),
formando um complexo 4Ca?*-CaM, que interage com a cinase da cadeia leve
de miosina (MLCK), ativando-a. Esta ativacao resulta na fosforilacdo da cadeia
leve da miosina (MLC) em um sitio especifico, principalmente, no residuo de
serina na posi¢caol9 da MLC, permitindo que esta clive o ATP e libere energia
para interacdo miosina-actina e, consequente, contracao celular, figura 2 [43].

Por outro lado, a diminuicdo da [Ca?*]c, como resultado da captagéo
desse ion para dentro do reticulo sarcoplasmatico ou pela extrusao para o meio
extracelular, leva a dissociacdo do complexo 4Ca?*-CaM e, portanto, ao
relaxamento muscular. Existem varios mecanismos que reduzem o calcio
intracelular, dentre eles os que sdo mediados pela bomba Ca?*-ATPase da
membrana plasmatica (PMCA), pelo trocador Na*/Ca?* (NCX), pela bomba Ca?*-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) e pelas proteinas ligantes de
Ca?*citosoélicas. Acredita-se que os mecanismos que ativam a SERCA e a PMCA

séo os mais importantes nessa funcao, figura 3 [46].
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Outros mecanismos mediadores da vasodilatacao envolvem ativacéo de
canais para K*, aumento da concentragéo intracelular de nucleotideos ciclicos
(GMPc e AMPc) e ativacao de fosfatases, como a miosina fosfatase [46, 47]. A
ativacdo da miosina fosfatase diminui a sensibilidade da maquinaria contratil ao
calcio, pois resulta em um menor grau de fosforilagdo da MLC, contribuindo
assim, para resposta de vasodilatacao [46].

A ativacao de canais para K* leva a hiperpolarizacdo da célula muscular
lisa, devido ao efluxo de ions K*. Essa hiperpolarizacdo resulta em diminuicdo

do influxo de Ca?* através de canais para calcio regulados por voltagem [48].

A producdo de nucleotideos ciclicos pode ser estimulada por varias
substancias vasodilatadoras através da ativacdo de receptores acoplados a
proteina G na membrana da célula muscular lisa que ativa a enzima adenilato
ciclase, resultando na producdo de AMPc a partir do ATP. No entanto, outros
vasodilatadores ativam a proteina guanilato ciclase solavel (como o NO) ou
receptores com atividade de guanilato ciclase intrinseca (como o peptideo
natriurético atrial — ANP), levando a producao de GMPc a partir do GTP. Esses
mediadores, AMPc e GMPc, por meio da ativacao respectiva das proteinas
cinases, PKA e PKG, reduzem a concentragdo intracelular do Ca?*, por
estimulacdo da SERCA, da PMCA e do NCX. Eles também podem ativar canais
para K* e diminuir a sensibilidade das proteinas contracteis ao Ca?*, por
fosforilacdo e inativacdo da MLCK (via PKA) e ativagcdo da enzima miosina
fosfatase, via PKG, figura 3 [46, 49].

Os mecanismos de contracdo-relaxamento regulam o tono do musculo
liso vascular, garantindo a funcionalidade dos o6rgdos. Varios trabalhos
mostraram que, em condi¢cdes patoldgicas, ocorrem alteracdes nesses
mecanismos como, por exemplo, na hipertensédo arterial. Li e colaboradores
mostraram que humanos hipertensos e ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) apresentam uma maior resposta contratil a varios agonistas de receptores
acoplados a proteina G [50]. Cho e colegas mostraram que o musculo liso da
artéria mesentérica de ratos SHR apresenta uma maior resposta contratil a
caliculina A e um maior grau de fosforilagdo da cadeia leve de miosina, devido,

provavelmente, a acdo de uma cinase de cadeia leve de miosina independente
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de célcio. Eles ainda sugerem que a ZIP cinase possa ser essa MLCK
independente de calcio e que ela exerca um papel importante no
desenvolvimento da disfuncéo contrétil associada a hipertenséo [51]. Por outro
lado, Callera e colaboradores demonstraram que altera¢cdes nos mecanismos
de hiperpolarizagdo do musculo liso também estdo associadas a hipertenséo. No
modelo de hipertensdo dois rins um clipe (2R1C), anéis de aorta de ratos
hipertensos apresentaram uma menor resposta vasodilatadora a acetilcolina
guando comparados aos ratos normais. Essa menor resposta vasodilatadora foi
relacionada a menor ativacdo dos canais para potassio sensiveis ao calcio
(BKca) [52].

MLC

MLCK

Relaxamento

Célula do musculo Liso vascular

Figura 3 - Possiveis mecanismos da vasodilatagcao mediada pelo oxido nitrico (NO). NO induz
0 relaxamento do musculo liso vascular primariamente por aumentar o contetdo intracelular
de monofosfato ciclo de guanosina (cGMP), resultante da estimula¢cdo da guanilato ciclase
solivel (sGC). Subsequentemente, a proteina cinase dependente de cGMP (PKG) é ativada.
PKG pode agir inibindo o influxo de Ca?' pela hiperpolarizacdo da membrana celular
estimulacdo dos canais para K+ ativados por Ca2+ (BKCa). PKG pode também reduzir a
liberagdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SR) via fosforilagdo do substrato de PKG
associado ao receptor de IP3 (IRAG). Outro importante mecanismo das a¢cdes da PKG é através
da reducéo da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca2+, através da estimulagdo da fosfatase
da cadeia leve de miosina (MLCP) e da inibicdo da proteina G RhoAGTP. Essas duas acfes
inteferem com o efeito inibitério da Rho cinase na MLCP. A PKG também pode ser ativada
indiretamente pelo cAMP. Em adicdo a PKG, NO pode induzir a vasodilatagdo inibir a
fosfodiesterase3 (PDE3), que leva a diminuicdo da degradagdo do cAMP. O NO também pode
estimular areceptacéo do Ca?*citosdlico via Ca?*ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA).
AC - adenilato ciclase, ANP — peptideo natriurético atrial, CNP — peptideo natriurético tipo C,
pGC - guanilato ciclase intrinseca, PGIz2 — prostaciclina, MLC — cadeia leve de miosina, MLCK
— cinase da cadeia leve de miosina, MLC-p — MLC fosforilada. Linha vermelha indica
estimulac&o, enquanto linhas azuis indicam inibigdo. Gao, Y., 2009, [49].
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Na hipertensao e outras condi¢des patologicas, tais como na obesidade e
no diabetes Mellitus, uma das principais alteracdes na resposta vasomotora é a
que envolve a via da NOS/NO/GMPc. Nessas condicfes, varios trabalhos
relatam uma menor producao de 6xido nitrico (NO) ou menor biodisponibilidade
desse mensageiro e, em ambos 0s casos, 0s autores encontraram uma menor

resposta vasodilatadora do musculo liso vascular [1, 23, 53, 54].

Como demonstrado acima, 0s mecanismos que regulam o estado de
constricdo e relaxamento dos vasos sdo complexos e, apesar dos avangos em
seu estudo, estamos longe de elucida-los. Além disso, as alteracdes nas vias
intracelulares variam conforme a doenca, o grau de desenvolvimento da mesma
e o tecido lesionado, desafiando ainda mais as pesquisas cientificas. Portanto,
mais pesquisas sdo necessarias para entendermos melhor as vias intracelulares
de controle da resposta vascular e as alteracbes dessas em condicdes
patolégicas e, assim, possibilitar a descoberta de terapéuticas mais eficazes

para reverter ou amenizar os danos causados por estas doencas.

Endotélio e o controle do tono vascular: producédo de 6xido nitrico (NO) e
dos produtos da ciclooxigenases (COX).

O endotélio participa do controle do tono vascular através da producéo de
mediadores quimicos que irdo induzir uma resposta vasoconstritora
(prostaglandina -PGG2, endotelina-1, angiotensina 1) ou uma resposta
vasodilatadora (prostaglandinas PGE2, PGIl2, NO e o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio - EDHF) do musculo liso adjacente. Existe, em condi¢cfes
fisiologicas, um equilibrio na producdo desses mediadores. No entanto, uma
alteracdo desta producéo pode desencadear ou ser consequéncia das diversas

doencas ja citadas, acarretando a disfuncédo endotelial [1, 3, 55].
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Oxido nitrico sintase

O oxido nitrico (NO) € uma molécula mensageira chave, que possui varias
funcBes no organismo. Além das fungdes ja citadas nos topicos anteriores, o NO
participa da modulacdo de processos cognitivos de aprendizado e memoria [56],
da regulacao neural da pressao arterial [57], da regulacéo da transcricdo génica
[58] e da traducdo do mRNA [59].

Um importante mecanismo de inativagcdo do NO € a sua reagdo com o
anion superoxido (O2), resultando na formagéo de um potente agente oxidante,
o peroxinitrito (ONOO"). Esse composto pode causar dano oxidativo, nitracao e
S-nitrosilacao de proteinas, lipidios e DNA. Essas reacfes podem inativar essas
biomoléculas, acionando vias de degradacdo ou até mesmo de morte celular
[60].

A producéo fisiolégica do NO é realizada pelas enzimas 6xido nitrico
sintase (NOS), que sao expressas em varios tecidos do organismo. As NOS sao
monooxidases com um grupamento heme (heme proteinas) e catalisam a
oxidacdo da L-arginina, na presenca de fosfato de dinucleotideo de nicotinamida

e adenina reduzido (NADPH), tendo como produto a L-citrulina e o NO [61].

Em mamiferos, sédo conhecidas trés isoformas da NOS: a constitutiva
NOS neuronal (NNOS ou NOS 1), a NOS induzida (iNOS ou NOS II), e a
constitutiva NOS endotelial (eNOS ou NOS lll). Elas sdo produtos de genes
distintos, mas apresentam um grau de homologia elevado, entre 50-60%. Para
o transporte de elétrons dentro da enzima, todas as isoformas da NOS utilizam
como cofatores o dinucleotideo de flavina e adenina (FAD), o mononucleotideo
de flavina(FMN), a (6R)-5,6,7,8-Tetrahidro-L-biopterina (BH4) e, funcionalmente,
apresentam-se na forma de homodimero [61].

Cada mondémero da NOS é formado por dois dominios, o dominio redutor
e 0 dominio oxidativo, conectados por uma regido central de ligacdo ao complexo
calcio-calmodulina. Para ativagdo do Oz molecular, NADPH transfere elétrons
para o dominio redutor de um monémero, que contém FAD e FMN. Em seguida,

o FMN transfere o elétron para o grupamento heme presente no dominio
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oxidativo do outro mondémero, onde se encontra também a BH4 e o substrato. O
grupamento heme reduzido pode se ligar e ativar Oz para a sintese do NO, figura
461, 62].

A NADPD+(H® Dominio redutor NADPD + (H* B

Monémero 2

Monémero 1 G

Dominio oxidativo

Dominio oxidativo

Figura 4- Estrutura e mecanismo catalitico da NOS funcional. (A) Os monémeros da NOS séo
capazes de transferir elétrons do Fosfato de Dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido
(NADPH) reduzido para dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) e esse para o0 mononucleotideo de
flavina (FMN) e tém uma capacidade limitada de reduzir oxigénio molecular para superdéxido (Oz).
Mondmeros e dominios de redutores isolados podem se ligar a calmodulina (CaM), o que aumenta
a transferéncia de elétrons dentro do dominio de redutor. Os mon6meros da NOS séo incapazes de
se ligar ao co-fator (6R-)5, 6, 7, 8—tetrahidrobiopterina (BH4) ou ao substrato L-arginina e ndo podem
catalizar a producao de NO. (B) Na presenca de grupamento heme, NOS pode formar um dimero
funcional. O grupamento heme é essencial para a transferéncia de elétrons entre os dominios, da
flavina para o grupamento heme do mondmero oposto. Devido as diferengas no sitio de ligacéo a
calmodulina, o aumento da concentracdo intracelular de Ca?" é necessaria para ligacdo da
calmodulina (e, consequentemente, para a atividade catalitica) a nNOS e eNOS, enquanto
calmodulina se liga a iNOS, com grande afinidade, mesmo em baixas concentragdes de Ca?*.
Quando o substrato L-arginina (L-Arg) e o co-fator BH4 estéo presentes em quantidades suficiente,
os dimeros da NOS intacta acoplam seus grupamentos hemes e areducédo de Oz para a sintese de
NO (NOS totalmente funcional). L-citrulina(L-Cit) é formada como subproduto. Para maior clareza,
o fluxo de elétrons € somente mostrado do dominio redutor de um mon6mero para o dominio de
oxidativo de outro mondmero. A NOS apresentam dois estagios de oxidagdo separados: um para a
forma N¥- hidroxil-L-arginina e um segundo para converter esse intermediério para L-citrulina e NO.
Todas as isoformas NOS contém um ion zinco (Zn) coordenados em uma conformacgdao tetrahedral
com pares de motivos CXXXXC na interface do dimero. Esse lugar é o de maior importancia para a
ligacdo de BH4 e L-arginina. (*) A transferéncia de elétron de um dominio redutor estimula o ion
férrico do grupamento heme da NOS (Fe®**) a se ligar ao O e formar espécies didxi-ferroso (Fe?*).
Essas espécies podem receber um segundo elétron, preferencialmente, do (**) BH40u do dominio
de redutor. O BHa4 oxidado resultante foi identificado como o radical trihidrobiopterina (BHs*) ou
como o radical trihidrobiopterina catiénico protonado em N5 (BHsz H*s). O radical BHs (ou radical
catidbnico) pode ser reciclado para BHs pela préopria NOS (usando um elétron fornecido pelas
flavinas). Alternativamente, ha evidéncia de que agentes redutores, tais como acido ascdrbico
(AscH, que esta presente em células em concentragcdes milimolares), pode reduzir o radical BHz3
novamente para BHa4 (Asc, radical ascorbato). Esquema modificado de U. Férstermann e W.C.Sessa
2012 [61].

A sintese do NO requer dois ciclos de transferéncia de elétron na enzima.
No primeiro ciclo, a NOS consome 1 mol de NADPH para hidroxilar L-arginina e
forma N“-hidroxil-L-arginina, composto intermediario ligado a enzima. No ciclo
final, a NOS consome mais 0,5 mol de NADPH para oxidar N“-hidroxil-L-

arginina, formando a L-citrulina e NO, figura 5 [62, 63].
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Figura5 - Etapas dareacao de sintese do 6xido nitrico pela NOS. Esquema modificado de Dennis
J. Stuehret al. 2004. [57].

A quantidade e a velocidade de transferéncia de elétrons na enzima sao
pontos de controle importantes para a sintese eficiente do NO. Essa
transferéncia deve respeitar o tempo de restabelecimento do estado redox dos
cofatores e a presenca de substratos em quantidades ideais, e, assim, minimizar
0 desacoplamento das etapas de reducdo do Oz, diminuindo a formagao de

radicais livres, como o Oz , bem como, a formacéo de ciclos fateis [62, 63].

Aligacdo a calmodulina é outra caracteristica importante das NOS. O fluxo
de elétron nas isoformas eNOS e nNOS aumenta (portanto, a sintese de NO
também aumenta), quando o complexo Ca?*-calmodulina se liga a NOS. Para
essas isoformas, a afinidade a calmodulina é dependente do aumento da
concentragdo intracelular de Ca?*, com 50% da atividade méaxima da enzima
ocorrendo quando a [Ca?*]c esta entre 200-400nM [56, 61, 64]. No entanto, para
isoforma induzida da NOS, iNOS, em baixas concentracdes de Ca?*, a
calmodulina j& se encontra ligada a enzima [61], fazendo com que a sintese de
NO por essa isoforma néo seja dependente do aumento das concentracfes de

Ca?*intracelular [65, 66].

A capacidade de sintese das NOS pode ser modulada por outras
modificacdes na enzima como, por exemplo, o grau de fosforilacdo de sitios
especificos [56, 61], o estado redox do meio intracelular (como as concentracdes
intracelulares de O2 ) [62, 63], e 0 nivel de expressdo da proteina [65].

A eNOS, como mencionado anteriormente, € uma enzima constitutiva e,

por estar associada com a fracdo subcelular de centrifugacdo, sugere que seja
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uma proteina componente de membrana na sua forma inativa, associada a
proteinas presentes na membrana do complexo de Golgi ou nas caveolas da
membrana celular como, por exemplo, a caveolina-1 [64]. Ela pode ser regulada
por fosforilagcdo em residuos de serina, treonina e tirosina, resultando na ativacao
ou inibicdo da enzima. A fosforilagdo do sitio de serina 1177 da eNOS melhora
o fluxo de elétrons na enzima, aumentando em 2-3 vezes a producdo de NO,
gquando comparada a sua producédo basal [64]. Em condi¢cdes patologicas, a

ativacdo da eNOS pela fosforilagdo encontra-se prejudicada [24].

A producéo de NO, pelas células endoteliais, é realizada principalmente
pela eNOS. No entanto, conforme Capettini et. al. 2008, a isoforma neuronal,
NNOS, pode contribuir significativamente para manutencéo do tono vascular de
camundongos [67].

A isoforma neuronal esté relacionada com a regulacdo da duracdo da
transmissao sinaptica no SNC, com a regulacéo central da pressédo sanguinea,
com o relaxamento do musculo liso, dentre outras funcdes. Sua atividade
também é regulada pelo complexo Ca?*-calmodulina e pela fosforilagdo. A
fosforilagéo do sitio de serina 847 da nNOS, pela calmodulina cinase Il (CaMKIll),
reduz a atividade da enzima, porque inibe a ligagdo do complexo Ca?*-

calmodulina[56].

Ja a isoforma induzida, iINOS, é manifestada, principalmente, apds um
estimulo inflamat6rio, como lipopolissacarideos (LPS), citocinas (IL-1B, TNFa,
IFNy, IL-6) e outros. Por essas caracteristicas, tem fung¢des primordiais em
processos patoldgicos, como infecgdes e doencas auto-imunes [65]. Apresenta
uma atividade de producdo de NO superior as outras isoformas [64] e seus
principais mecanismos de regulacdo sdo os que envolvem o controle da sua
expressao na célula, como a ativacdo de fatores de transcricdo que controlam a
transcricdo do gene da iNOS e a estimulacéo de proteinas que estabilizam o seu
MRNA no citoplasma [65, 66].

O NO, como ja foi dito, exerce um papel fundamental no controle do tono
muscular, contrapondo-se as acfes dos mediadores contrateis liberados pelo

proprio endotélio ou advindos da circulagéo [49]. Outros mediadores derivados
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do endotélio podem também exercer um papel importante no controle da
resposta vasomotora [41], principalmente, em condi¢des patolégicas, como 0s

produtos do metabolismo do acido araquidénico [68-71].

Ciclooxigenases e o metabolismo do acido araquidénico

O acido araquidénico é formado pelo metabolismo de fosfolipides da
membrana celular e € o principal precursor das prostaglandinas. Ele pode ser
metabolizado por varios sistemas enzimaticos, incluindo as ciclooxigenases [70].
Sabe-se que em alguns modelos de hipertensdo, como os ratos SHR [70], e na
disfuncéo erétil [68], a via da ciclooxigenase tem uma participacdo importante,
com o consequente aumento da producédo de fatores contrateis derivados do

endotélio.

Existem trés isoformas conhecidas da ciclooxigenases, COX-1, COX-2 e
COX-3. Os mecanismos de regulagéo, até o momento, sédo mais bem conhecidos
para isoformas 1 e 2. As enzimas COX-1 e COX-2 apresentam alto grau de
homologia, em torno de 65%, mas a expressao e atividade delas podem ser
reguladas diferentemente. Por exemplo, ambas as enzimas séo ativadas na
presenca de peréxidos lipidicos, no entanto, a sensibilidade da COX-2 é
aproximadamente 10 vezes maior quando comparada a COX-1. Além disso, em
baixas concentracbes (<10uM), o acido araquidénico é, preferencialmente,
oxidado pela COX-2 [72]. Essa diferenca de atividade sugere que: quando
ambas as enzimas sao expressas, podemos ter uma producdo de

prostaglandinas derivadas da COX-2, enquanto a COX-1 ndo esta ativa [41].

Na maioria dos tecidos, a COX-1 é expressa constitutivamente, enquanto
a COX-2 é induzida por mediadores inflamatdrios. No entanto, a expresséo
constitutiva de ambas as isoformas esta presente tanto na célula endotelial
quanto na célula do musculo liso vascular, com uma expressao maior da
isoforma COX-1 na célula endotelial da aorta de ratos [73]. Alem disso, a
expressao de COX-1 pode ser modulada pelo estresse de cisalhamento, pelo

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e pela trombina [72]. Na
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hipertensdo e no envelhecimento, parece ocorrer uma mudanca no perfil de
expressdo das COXs (e de outras proteinas da via de sinalizacdo das
prostaglandinas), com um aumento da expressao génica de COX-1, COX-2 e

tromboxano sintase na célula endotelial [73].

Varios eicosanoides biologicamente ativos sédo produzidos pelas enzimas
da via das prostaglandinas sintases. As cinco principais prostaglandinas
formadas sao PGD2, PGE2, PGF2q, PGI2 e tromboxano Az. Sua producao varia
conforme o tecido e as enzimas de sintese de prostaglandinas que esse tecido
expressa. Elas agem em receptores de membrana, acoplados a proteinas G, e
acionam varios mecanismos intracelulares [41]. A nomenclatura para esses
receptores esta relacionada ao tipo de prostaglandina ou tromboxano que
constitui o seu ligante preferencial, ou seja, receptor DP, EP, FP, IP ou TP [41].

A prostaglandina PGD:2 estd envolvida na regulagdo do sono e em
respostas alérgicas, mas, na célula muscular lisa, ela pode induzir vasodilatacao

se agir em receptores DP ou vasoconstricdo se ativar receptores TP [41, 70, 71].

A PGE: é a prostaglandina mais abundante do corpo humano. Participa
de varios processos fisiolégicos, como controle da temperatura corporal,
regulacdo da fungéo renal, secrecdo e motilidade géstrica, dentre outros. Essa
prostaglandina também induz resposta vasomotora contrarias, dependendo de
qual dos seus receptores sera ativado (EP1, EP2, EP3 e EP4), visto que eles

sao acoplados a diferentes mecanismos intracelulares [41, 70, 71].

A PGF2a € um potente vasoconstritor e age, preferencialmente, no seu
receptor FP. Ela pode estar envolvida no processo de parto normal, na absorgéo
de 4gua pelos rins e no desenvolvimento de hipertrofia cardiaca [41].

A PGl € uma prostaciclina e age, preferencialmente, nos receptores IP.
Ela € um potente inibidor de agregacao plaquetaria e um vasodilatador derivado
do endotélio [41].

7

O tromboxano Az é o ligante preferencial dos receptores TP e induz
contracdo do musculo liso vascular, agregacdo plaquetaria, dentre outras agdes
[41]. Ele esta envolvido no processo de envelhecimento, no desenvolvimento de
aterosclerose e hipertenséao [23, 40, 55, 70, 71].
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Além desses mediadores, as COXs sdo uma fonte de producdo de anion
superoxido. As situagBes patolégicas, nas quais ocorre a super-expressao
dessas enzimas, normalmente estdo associadas a um quadro de estresse
oxidativo, com modificacdo de varias vias de sinalizacdo intracelular em
decorréncia da oxidacao de importantes moléculas, incluindo proteinas, acidos
graxos e 0 NO [41, 71]. Essas modificagOes podem contribuir para alteracdes na

resposta vascular e consequente desenvolvimento da disfungcéo endotelial [23].

Obesidade e Disfunc¢ao vascular

A obesidade é caracterizada por um excesso de tecido adiposo oriundo
de um desequilibrio dos estoques energéticos corporal. Esse desequilibrio pode
ser decorrente de um consumo caldrico alto e associado a uma baixa taxa de
atividade fisica. A obesidade pode se tornar um quadro patolégico complexo,

associando-se com outras doencas, como hipertensédo e o diabetes Mellitus [3].

A obesidade se tornou um quadro fisiopatolégico de grande impacto tanto
para saude quanto para economia de uma populacédo. Dados mundiais mostram
gue aproximadamente 1,5 bilhdo de adultos acima de 20 anos estdo com
sobrepeso e 10% desses sdo obesos propriamente ditos [74]. No Brasil, o tltimo
levantamento do IBGE mostrou um cenario semelhante, no qual o nimero de
homens, acima de 20 anos, com sobrepeso ja € maior do que 50%, ou seja,
quase o dobro do valor de 20 anos atras (29,9%). O aumento para as mulheres
foi menor, mas ndo menos preocupante, passando de 41,4% da populacéo
feminina em 1989 para 48% em 2008-2009 [75]. Essa realidade social se reflete
no cenario politico-econdmico, sobrecarregando os sistemas de saude
diretamente (como os cuidados preventivos, consultas médicas, medicamentos,
internacdo hospitalares, exames e cirurgias) e, indiretamente, como a auséncia

no trabalho, tempo de lazer perdido, morbidade e mortalidade [76].

Trabalhos recentes demonstram o papel do tecido adiposo como érgéo
enddcrino ativo, capaz de modular a fungdo metabolica e cardiovascular do

organismo atraves da producéo de diversas substancias bioativas, chamadas de
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adipocinas. Dentre as varias funcdes fisioldgicas exercidas pelas adipocinas,
destacamos a capacidade de algumas delas modular o tono vascular,

influenciando, portanto, a funcao de varios outros érgaos/tecidos [77-79].

Por exemplo, Beltowski et al. discutem o papel da leptina no controle da
pressdo arterial e o envolvimento desta adipocina na hipertensdo arterial. Ele
destaca a capacidade da leptina em estimular o sistema nervoso simpatico e, ao
mesmo tempo, ativar mecanismos de vasodilatacdo periférica, dependente e
independente da producdo de oOxido nitrico pelo endotélio [80]. Chen e
colaboradores demonstraram que a adiponectina, outra adipocina produzida
pelo tecido adiposo, estimula a producdo de NO pelo endotélio [81] e Fésis e
colaboradores classificaram a adiponectina como um novo fator humoral
importante no controle da vasodilatacdo da aorta e de artérias mesentéricas de
ratos por ativar canais retificadores para potassio (Kv) na célula muscular lisa
[82]. Aléem de outras adipocinas, os adipocitos também sintetizam e secretam
citocinas inflamatérias que interferem na resposta vascular, como TNF-a, IL-10
e IL-1B [3]. As adipocinas e citocinas produzidas pelo tecido adiposo podem
exercer sua acdo em tecidos distantes do local de sua sintese, via corrente

sanguinea, ou no leito vascular adjacente, via paracrina.

Estudos relatam que a sindrome metabdlica, doencas cardiovasculares e
resisténcia a insulina estdo mais associadas com a obesidade visceral (aumento
do tecido adiposo mesentérico e omental) [83, 84] do que com a alteracao de
outros depositos de gordura [85]. Isso decorreria da facilidade com que os acidos
graxos, provenientes de tecido adiposo visceral, teriam para chegar ao figado,
via veia porta [83]. No entanto, os mecanismos envolvidos na adaptacéo
cardiovascular, durante a instalacdo do quadro de obesidade, bem como as
complicacgOes relacionadas a essa doenca ainda nao foram elucidados.

Em modelos de obesidade associados a resisténcia a insulina, a
disfung&o vascular pode estar relacionada a menor ativacdo da via PI3K/AKT,
levando a uma menor producao de NO e, consequentemente, menor resposta
vasodilatadora [86]. Além disso, o processo inflamatorio associado a obesidade
pode prejudicar a sinalizacdo intracelular da insulina e contribuir para as

alteracbes vasculares [87, 88]. No entanto, em individuos obesos sem
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resisténcia a insulina, os mecanismos envolvidos na disfuncéo vascular ndo séo
bem compreendidos, justificando a necessidade de mais estudos que mostram
a relacao entre a disfuncéo vascular relacionada a obesidade, na auséncia da

resisténcia a insulina.

Além disso, alguns trabalhos sugerem uma participacdo importante do
tecido adiposo perivascular (PVAT), junto com o endotélio, no controle da
resposta vasomotora. Lohn e colaboradores mostraram que o PVAT liberava um
fator capaz de diminuir o efeito contratil a fenilefrina, angiotensina Il e serotonina
em aneéis de aorta de ratos. Esse fator agiria através da ativacdo de canais para
K* dependente de tirosina cinase [89]. Por outro lado, Gaos e colaboradores
observaram que o PVAT exerce seu efeito anticontratil através de dois
mecanismos distintos, um dependente da producéo de éxido nitrico endotelial e
outro independente do endotélio, com envolvimento do peréxido de hidrogénio e

com subsequente ativacdo da enzima guanilato ciclase solavel [77].

Algumas das alteracbes associadas a obesidade estdo relacionadas ao
aumento do deposito de lipideo em células ndo-adipécitas (hepatdcitos, células
pancreaticas e outras), o que resultaria em mudancas de expressao de
proteinas, como receptores ou fatores de transcricdo génica, podendo causar
disfuncéo ou até morte celular [85, 90]. Sharma et al. mostraram que o acumulo
de lipidio no musculo cardiaco induz uma disfuncdo metabdlica, podendo levar
a resisténcia a insulina, prejudicando assim a oxidacdo de glicose, e
consequentemente, resultando em faléncia cardiaca [90]. Corroborando esses
resultados, o acumulo de gordura no epicardio foi relacionado ao espessamento
da camada intima-média, a rigidez vascular e ao estado proé-inflamatério,
contribuindo, portanto, para progressdo de doencas coronarianas e outras

complicacBes cardiacas [91].

Outro fator importante esta relacionado a mudanca no perfil de adipocinas
secretadas pelo tecido adiposo na obesidade. Observa-se que durante o
desenvolvimento da obesidade, os adipécitos passam a produzir,
predominantemente, citocinas pro-inflamatorias, gerando um estado inflamatorio
de baixo grau [3, 85] no individuo obeso. Nesse estado, o tecido apresenta-se

com células adiposas maiores, mais responsivas as enzimas lipoliticas e em
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parte resistentes a insulina, o que pode aumentar a liberacdo de acidos graxos
para a circulacdo e resultar na diminuicdo da sensibilidade a insulina na célula
muscular e, a longo prazo, no desenvolvimento do diabetes [85]. O aumento da
concentracao circulante de citocinas pro-inflamatérias pode acelerar o processo
de resisténcia a insulina, pois, citocinas como o TNF-a e IL-6 séo capazes de
ativar vias de sinalizacao intracelular, que resultam na fosforilagdo do substrato
do receptor de insulina 1 (IRS-1) em serina com efeito negativo na via de
sinalizacao da insulina [92]. No endotélio vascular, essa resisténcia culminaria
em uma menor producdo de 6xido nitrico, molécula importante na vasodilatacao

e, assim, iniciaria o processo de disfuncao vascular.

Apesar dos estudos sobre disfuncdo vascular e alteracdo do tecido
adiposo na obesidade, os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
disfuncéo vascular associada a obesidade nao estdo bem claros, variando sua
resposta quanto ao leito vascular estudado e ao modelo animal utilizado [3, 93].
Em algumas doencas relacionadas a obesidade, como a hipertenséo, a funcdo
vascular pode ser preservada pelo aumento na producdo de EDHF em
detrimento da producdo do 6xido nitrico [94]. Chadha et. al. mostraram que a
funcao vascular da veia safena foi preservada em modelo de obesidade induzida
por dieta de cafeteria (alto teor de gordura), devido ao aumento de expressao de
canais para potassio sensiveis ao calcio de condutancia intermediaria (IKca)

associado a jungdes mioendoteliais do tipo “gap” [95].

Por outro lado, Roberts et al. mostraram que o tratamento de ratos com
dieta rica em gordura e acglcares (que mimetiza a dieta usada pela populacao
ocidental) levou a diminuicdo da expressao e da atividade da proteina éxido
nitrico sintase endotelial, resultando em uma menor resposta vasodilatadora da
aorta a acetilcolina, devido a diminuicdo da producdo de NO e de fatores
relaxantes derivados do endotélio vascular, predispondo o0s animais a

hipertenséo arterial e ao desenvolvimento de placa de ateroma [96].

As alteracdes na producao de adipocinas, bem como a idade de inicio do
desenvolvimento da obesidade também podem contribuir para essas
divergéncias de resultados. Um aumento na producéo de leptina, em fase inicial,

pode influenciar a distensibilidade arterial, estimulando a producdo de NO e,
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assim, preservando a funcé&o vascular. Esses resultados sugerem que, em
estagios iniciais do crescimento, o organismo se adapta ao aumento da massa
corpOrea e consequente aumento do fluxo sanguineo para esse novo tecido [97,
98]. Em estagios mais avancados do desenvolvimento, por exemplo, na idade
adulta, e na presenca de um constante desequilibrio energético, o organismo
podera apresentar comorbidades associada a obesidade.

Dentro desse contexto, apesar das inUmeras hipoteses para as possiveis
causas das alteragBes relacionadas a obesidade, mais estudos precisam ser
realizados com vista a esclarecer melhor os processos pelos quais essas
alteracdes se instalam e, dessa forma, contribuir para prevencao e elaboracéo
de tratamentos mais eficazes. Nesse sentido, o treinamento fisico tem
demonstrado ser um meio de protecdo contra a ocorréncia de doencas
cardiovasculares, reduzindo a mortalidade por fatores relacionados a elas, nédo
s6 pela reducédo do acumulo de tecido adiposo, mas também pela capacidade

do treinamento fisico melhorar a fungéo vascular [99].

Treinamento fisico e a restauracao da funcao endotelial

Atualmente, ja é aceito que a funcao vascular pode ser modulada pela
pratica regular de exercicio fisico, sendo a melhora na resposta vasomotora um
dos principais beneficios do treinamento fisico aerébio para o sistema
cardiovascular [99]. No entanto, a extensao desses beneficios varia conforme o

protocolo utilizado, a doenca envolvida e o modelo experimental escolhido.

Os mecanismos envolvidos nas alterac6es promovidas pelo treinamento
nao estao totalmente esclarecidos [99], podendo relacionar-se com a diminuicéo
da massa do tecido adiposo e com a normalizacdo das concentracdes de
metabdlitos plasmaticos, como colesterol e triglicérides [100]. Outra justificativa
do beneficio do exercicio fisico para o sistema cardiovascular sdo as adaptagdes
que ela promove, por exemplo, na modulacdo da fungcdo cardiaca [101], no
aumento da densidade de microvasos no musculo esquelético [100] e no

estimulo & produgédo de NO endotelial [102, 103].
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Em 1999, Arvola e colaboradores mostraram que o exercicio de longa
duracgao previne o desenvolvimento de hipertensdo observado em ratos obesos
hipertensos néo treinados, e que esse efeito estava associado com a melhora
na vasodilatacdo pelo aumento da sensibilidade ao NO na musculatura lisa da

artéria carotida e mesentérica [103].

Outros trabalhos demostraram que a melhora da resposta vasodilatadora
com o treinamento fisico pode estar relacionada também a um aumento efetivo
da producédo do NO, devido a uma maior expressao e atividade da enzima 6xido
nitrico sintase endotelial [101, 102]. Aléem desses, alguns trabalhos mostraram
que a melhora da funcdo vascular seria ocasionada por uma diminuicdo do
estresse oxidativo celular, devido a maior expressdo da enzima superoxido
dismutase [104, 105], o que resultaria em uma menor degradagédo do NO. Porém,
Young e colaboradores ndo observaram reducédo da carga oxidante e do dano

mitocondrial em camundongos hipercolesterolémicos treinados [104].

Além disso, o exercicio regular aumenta a sensibilidade a insulina no
musculo esquelético e tecido adiposo [106], bem como melhora a eficiéncia
energética do organismo, com um maior consumo de 4cidos graxos dentro da

mesma capacidade oxidativa [107].

O treinamento fisico também pode modular a producdo de citocinas em
alguns tecidos. Heled e colaboradores verificaram que os animais treinados
apresentavam uma maior expressao de TNFa, do seu receptor R1 e do
transportador de glucose GLUT 1no musculo esquelético [108]. Por outo lado,
Sheiban et al. observou que o exercicio fisico diminuia os niveis plasmaticos de
TNFa em mulheres obesas [109]. Zhang relatou que a diminui¢cdo da producéo
de TNFa e da sua via de sinalizacdo podem contribuir para os efeitos protetores

do exercicio fisico na fungéo vascular [110].

Desse modo, visto que o treinamento fisico pode estimular modificac6es
benéficas para o organismo, incluindo a restauracdo da funcédo vascular em
condic¢des patoldgicas, acreditamos que o treinamento fisico poderia atuar como
um tratamento ndo-farmacolégico para algumas das alteracfes associadas a

obesidade. Entretanto, como o treinamento fisico aerobico poderia modular a
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resposta de vasos com diferentes carateristicas funcionais, como a aorta e a
artéria mesentérica, em um mesmo modelo experimental, ainda ndo foi estudado
e é um objetivo desse trabalho. Além disso, a capacidade do treinamento fisico
em prevenir alteracdes vasculares associadas a obesidade, sem a associacao

de outras doencas, como diabetes e hipertensdo, também é um ponto importante

gue abordaremos no nosso estudo.
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Objetivo

Objetivo Geral

Investigar as alteragfes vasculares induzidas por dieta hiperglicidica e avaliar os
efeitos do treinamento aerdbico de intensidade moderada sobre estas alteragcbes

vasculares em um modelo murino de obesidade

Objetivos Especificos

1. Padronizar o modelo de obesidade em camundongos. Para tal, os seguintes

parametros especificos foram avaliados:

1.1- Ganho de peso dos animais; aumento de gordura retroperitoneal,
mesentérico, epididimal, periadrtica e do tecido adiposo subescapular;

1.2 - Concentracdes séricas de glicose, triglicérides, colesterol total,

colesterol HDL, colesterol LDL, leptina e insulina.

1.3 - Avaliacdo da tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina nos

animais.

2. Padronizar um protocolo de treinamento fisico de intensidade moderada em

esteira para camundongos;

3. Avaliar as alteragbes funcionais em um modelo de vaso de condutancia

(aorta) e em um modelo de vaso de resisténcia (artéria mesentérica).

3.1 Investigar os mecanismos envolvidos nas alteracbes de resposta

relaxante e os mecanismos implicados nestas alteracoes;
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3.2 Investigar alteracdes de resposta contrati e os mecanismos
implicados nestas alteracoes;

4. Avaliar possiveis alteracdes morfolégicas na aorta.

5. Avaliar marcadores pro e anti-inflamatdrios nos animais obesos e treinados.
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Metodologia

Cuidados Eticos:

O projeto proposto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), sob protocolo de numero 157/11.

1. Animais:

Utilizamos camundongos machos C57BIl/6J, com 12 semanas de vida
provenientes do centro de bioterismo da UFMG. Camundongos machos com
delecdo génica da iNOS, iINOS™, foram utilizados em alguns experimentos para
avaliacdo dos mecanismos envolvidos na disfuncdo vascular induzida pela

obesidade.

1.1 Modelo Experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos, conforme o desempenho fisico
alcancado no teste de esforco méaximo inicial, para obtencdo de grupos

homogéneos entre si:

1. Grupo sedentario controle (SC) — recebeu racdo controle comercial
(Nuvilab®) e néo foi submetido ao treinamento fisico.

2. Grupo sedentario dieta hiperglicidica (SD) — recebeu a dieta controle
enriquecida com acucar e leite condensado Nestlé® e ndo foi submetido
ao treinamento fisico.

3. Grupo Treinado controle (EC) - recebeu ragcdo controle comercial
(Nuvilab®) e foi submetido, simultineamente, a um protocolo de
treinamento de intensidade moderada,;

4. Grupo Treinado dieta hiperglicidica (ED) - recebeu a dieta controle

enriquecida com acucar e leite condensado Nestle® e foi submetido,
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simultaneamente, a um protocolo de treinamento de intensidade

moderada;

Os animais iINOS™ foram divididos em dois grupos:

1- Camundongos iNOS” que receberam a racdo controle comercial
(Nuvilab®);
2- Camundongos iINOS™ que receberam a dieta controle enriquecida com

acucar e leite condensado Nestlé®.

1.2. Dieta

A dieta controle consiste de racdo Nuvilab CR1 (Nuvital, PR, Brasil), adquirida
comercialmente. A dieta hiperglicidica foi composta de 33% de rac&o controle
Nuvilab, 33% de leite condensado Nestle, 7% de acucar cristal e 27 % de agua
[111, 112]. O tratamento teve duragcdo de oito semanas, depois das quais, 0s
animais foram sacrificados por decapitacdo e os tecidos e 6rgaos de interesse
de estudo foram retirados e acondicionados de maneira apropriada para cada

analise.

Tabela 1 - Composicédo caldrica das racdes.

Nuvilab (Kcal/100g) Dieta hiperglicidica (Kcal /100g)
Carboidrato 168 238,4
Proteina 88 57,1
Lipideo 36 55,1
TOTAL 292 350,6
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2. Treinamento

2.1. Adaptacéo dos animais a esteira:

Todos os animais foram familiarizados a correr em esteira rolante motorizada
(15 minutos/dia a velocidade de 6 metros/minuto), durante 5 dias, antes do teste

de esfor¢o maximo inicial.

2.2. Protocolo de Esfor¢co Maximo

No final da semana de adaptacéo a esteira, os animais foram submetidos a
um teste progressivo de esforgo até a fadiga, em esteira motorizada, com 5° de
inclinacdo e velocidade inicial de 6 metros/minuto. A velocidade foi aumentada
em 3 metros/minuto, a cada 3 minutos, até a determinacdo da fadiga, para a
obtencéo da velocidade maxima individual [113]. A fadiga foi determinada pela
permanéncia do animal no final da raia de corrida por mais de dez segundos

mesmo se estimulado pelo avaliador.

ApGs o primeiro teste de esforco maximo, os animais foram divididos nos
grupos experimentais descritos acima, de forma que em todos 0s grupos
tivessem animais de alta e baixa capacidade de corrida. Foi realizado um
segundo teste de esforgo, ao final da quarta semana de treinamento, para o
reajuste da velocidade do protocolo utilizado. Por fim, foi realizado um terceiro

teste, no final do treinamento, para avaliacdo da eficacia do protocolo.

Foram utilizados os pardmetros até o ultimo ciclo de trés minutos completos
do teste de esforco maximo para se estabelecer a velocidade média do
treinamento fisico, a velocidade maxima e tempo maximo realizado, como
também para o célculo do trabalho desenvolvido durante os testes de esforco
maximo e a eficiéncia mecanica dos animais. O trabalho foi calculado a cada
ciclo do teste de esforco maximo, como W= [peso corporal (Kg)] x [tempo até a

fadiga (min)] x [velocidade da esteira (m/min) x [seno 6 (inclinacdo da esteira)].
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A soma do trabalho produzido em cada ciclo foi usada para comparacao entre
0S grupos. A eficiéncia mecénica foi calculada como EM = [trabalho + custo
energético] x 100 [114]. O custo energético (CE) foi estimado pela transformacéo
para Kcal do consumo de O2 durante o teste de esforgco maximo, considerando
a constante de que cada 1 litro de Oz consumido equivale ao gasto energético
de 5 Kcal.

2.3. Protocolo de exercicio fisico

Os animais foram submetidos a um protocolo de treinamento gradativo
em esteira (Gaustec, Contagem, Brasil), de intensidade baixa-moderada, cinco
vezes por semana, durante oito semanas, que consistia de trés periodos bem
definidos, denominados de pré-corrida, corrida e recuperacao. A velocidade e o
tempo de cada periodo foram aumentados a cada dia, até a quarta semana do
treinamento (Tabela 2), com base na porcentagem da velocidade maxima obtida
por cada animal durante o teste de esforco maximo. Apds a quarta semana, a
velocidade maxima e a planilha foram ajustadas aos valores obtidos no segundo

teste de esforco maximo [113].

2.2. Avaliacdo do consumo de oxigénio (O2)

Apo6s o final das oito semanas de treinamento, foi avaliado o consumo de
oxigénio dos animais dos grupos experimentais. Cada animal, individualmente,
foi colocado em uma esteira motorizada (Esteira Control HARVARD modelo
LE8710) modular, com uma camara hermeticamente fechada. O consumo de
oxigénio foi medido usando um calorimetro indireto de fluxo aberto (LE 405 Gas
Analyzer, Panlab Harvard Apparatus, Espanha) calibrado antes do uso, com
mistura certificada de gases (20,5% O2e 0,5% COz2). O VO2 (mL O2/ Kg /min) foi
registrado continuamente, minuto a minuto, por meio de um sistema de aquisi¢cao
de dados (Metabolism V 2.201, Harvard Apparatus, Espanha). Os animais

permaneceram em repouso durante pelo menos 30 minutos, até que os valores
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de consumo de O:2 tornassem estaveis para posterior aquisicdo dos valores
basais e durante o teste de esfor¢o [115].

Tabela 2 - Protocolo de Treinamento

Frequéncia (dias) Duracao Intensidade - duragéo
Semana 1 Pré-corrida Corrida Recuperacéo
1 25’ 15% (10°) 35%(10°) 15% (5')
2 30’ 15% (5') 25% (5°) 45%(10’) 25% (5’) 15% (5')
3 35’ 20% (5') 30% (5") 45%(15’) 30%(5’) 20% (5)
4 35’ 20% (5°) 30% (5') 45%(15’) 30%(5’) 20% (5°)
5 40’ 25% (5') 35% (5") 55%(20’) 35% (5') 25% (5)
Semana 2
1 35’ 20% (5') 30% (5") 55%(15’) 30%(5’) 20% (5)
2 40’ 25% (5') 35% (5) 60%(20’) 35% (5') 25% (5°)
3 45’ 30% (5) 45% (5°) 60%(25') 45% (5°) 30% (5)
4 45’ 30% (5) 45% (5') 60%(25’) 45% (5') 30% (5')
5 50° 30% (5) 45% (5°) 60%(30’) 45% (5°) 30% (5)
Semana 3
1 50° 30% (5) 45% (5°) 60%(30’) 45% (5°) 30% (5)
2 55’ 30% (5') 45% (5') 60%(35’) 45% (5) 30% (5')
3 60’ 30% (5") 45% (5') 60%(40’) 45% (5') 30% (5")
4 60’ 30% (5') 45% (5') 60%(40’) 45% (5) 30% (5')
5 60’ 30% (5") 45% (5') 60%(40’) 45% (5') 30% (5")
Semana 4
1 60’ 30% (5") 45% (5') 60%(40’) 45% (5') 30% (5)
2 60’ 30% (5') 45% (5') 60%(40’) 45% (5°) 30% (5')
3 60’ 30% (5") 45% (5') 60%(40’) 45% (5') 30% (5")
4 60’ 30% (5) 45% (5') 60%(40’) 45% (5') 30% (5')
5 60’ 30% (5) 45% (5) 60%(40’) 45% (5°) 30% (5)

Apbs o periodo basal, iniciou-se o teste de esfor¢co dos animais, com
velocidade inicial de 6 metros/minuto, com incremento na velocidade de 3
metros/minuto a cada 3 minutos, com inclinacdo de 5° da esteira. Esse teste foi
realizado para aquisicdo dos valores de consumo de Oz dos animais durante o
teste de esforco maximo até a fadiga. A fadiga foi definida como o ponto no qual

0S animais ndo eram capazes de manter o ritmo da corrida.
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3. Parametros analisados e tecidos e 6rgédos coletados

Foram avaliados, semanalmente, durante as oito semanas de alimentacao
com a dieta hiperglicidica, o consumo de ragéo e o ganho de peso. Apds as oito
semanas de tratamento, os animais foram eutanaziados por decapitacdo e

tiveram os seguintes tecidos e 6rgaos coletados:

- Sangue: foi centrifugado para obtencao do soro e dosagem de glicose,

triglicérides, colesterol, insulina, leptina e citocinas.

- Tecido adiposo mesentérico, retroperitoneal, epididimal, para pesagem

e para dosagem de citocinas.
- Tecido adiposo subescapular e periadrtico para pesagem.

- Artéria aorta e mesentérica, para avaliacdo da reatividade vascular, da
expressdo proteica, da producdo de Oxido nitrico e para andlise de

morfometria utilizando colorac&o de eosina hematoxilina.

4. Analise de parametros metabdlicos e inflamatérios

A avaliacdo do aumento da massa dos tecidos adiposos dos animais foi
realizada utilizando-se a relacdo entre os pesos dos diferentes depdsitos de

gordura e o peso corporal (peso do tecido adiposo por 100 g de peso corporal).

No soro dos animais foram dosados parametros metabdlicos como
triglicérides, glicose, colesterol total e coleterol HDL, por kits enzimaticos
colorimétricos (DOLES®). O colesterol LDL e VLDL foram estimados pela
equacdo de Friedewald [116]. Foram avaliadas as concentracdes séricas de
leptina e insulina, por kits de radioimunoensaio (Millipore®). Os seguintes
marcadores inflamatérios foram dosados local (depdsitos de tecido adiposo) e
sistemicamente (soro) por Kit comerciais para E.L.I.S.A. (R&D System®): fator
de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e

proteina quimiotatica de monocitos 1 (MCP-1).
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O teste de tolerancia oral a glicose foi realizado ap6s 6 h de jejum dos
animais no final das 8 semanas de tratamento. Amostra de sangue foi obtida da
veia caudal nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos apés a administracdo por
gavagem de 2 g/kg de glicose em solucdo aquosa. A dosagem de glicose foi

realizada por glicosimetro capilar (ACCU-CHEK®).

O teste de sensibilidade a insulina foi realizado nos camundongos
alimentados. Ap6s a administracdo intraperitoneal de insulina (Humulin R,
Lilly®), na dose 0,75 unidades/Kg de peso corporal, amostras de sangue foram
coletadas da veia caudal, nos tempos 0,15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos para
dosagem da concentracdo de glicose sanguinea. A dosagem de glicose foi

realizada por glicosimetro capilar (ACCU-CHEK®)

5. Avaliacdo da pressao sistdlica e frequéncia cardiaca

A pressdao sistolica e a frequéncia cardiaca foram aferidas pelo método
nao invasivo de pletismografia de cauda [117]. Antes do inicio dos protocolos, os
animais passaram por um periodo de 5 dias consecutivos de adaptacdo ao
contensor, no qual os animais foram mantidos durante a afericdo da pressédo
arterial. Os procedimentos foram realizados em local isolado, com temperatura
controlada (23 + 2 °C), com a minima interferéncia de ruidos externos. Os dados
foram registrados por um pletismografo (RTBP 2000, Kent Scientific®)
conectado a um computador com o programa Windaq para aquisicéo e avaliacdo

dos dados.

6. Avaliacao da fungéo vascular

6.2. Obtencdo e montagem dos anéis de aorta

Apos o sacrificio dos animais, a aorta toracica foi retirada,
cuidadosamente, e transferida para uma placa de Petri com solu¢ao nutridora de
Krebs-Henseileit (NaCl 118 mM; KCI 4,7 mM; NaHCO3 25 mM; CaCl2.2H20 2,5
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mM,; glicose 11 mM; KH2POa4 1,2 mM; MgS0a4.7H20 1,2 mM; Merck® Alemanha),
onde foi removido o excesso de tecido adiposo e conjuntivo [67]. A artéria foi
cortada em anéis de 2-3 mm de comprimento. Duas hastes metélicas
triangulares foram passadas pelo lumen do vaso. Os anéis foram transferidos
para cubas de vidro com volume de 10 mL, contendo solucdo de Krebs-
Henseileit, areada continuamente com carbogénio (95% de Oz e 5% de CO2), a
uma temperatura de 37 = 1 °C. Uma das hastes foi presa a parede da cuba, e a
outra foi acoplada a um transdutor de tenséo isométrica. Foi dada uma tensao
basal de 0,5 g aos anéis, simulando a tensdo a qual ele era submetido
fisiologicamente. O registro das tensdes foi feito através de transdutores
isométricos (World Precision Instruments, Inc., USA), acoplados a um
amplificador (Modelo TBM-4; World Precision Instruments, Inc., USA), e este
conectado a um computador equipado com uma placa conversora analdgico-
digital (AD16JR; World Precision Instruments, Inc.USA). Utilizamos o programa
Windaq (Datacq, Inc., USA) para aquisi¢do e analise dos dados experimentais.

6.3. Obtencdo e montagem dos anéis da artéria mesentérica

O leito arterial mesentérico foi removido e por¢cdes da segunda
ramificacdo da artéria mesentérica superior, com diametro interno entre 150 e
200 pm, foram dissecadas. Todo o tecido conectivo e adiposo foi removido e
anéis de ~2,0 mm foram obtidos [118]. Estes segmentos foram montados em um
mioégrafo do tipo Mulvani através de fios de tungsténio (20 um de diametro)
transpassados pelo limen dos vasos. Os vasos foram mantidos em solucéo de
PSS (NaCl 119 mM; KCI 4,7 mM; KH2PO4 0,4 mM; NaHCOs 14,9 mM; MgSOa
1,17 mM; CaCl2 2,5 mM; glucose 55 mM), aquecida a 37°C e aerada
constantemente, sob uma tenséo de repouso de 0,2 g. A atividade mecanica foi
medida isometricamente através de um transdutor de for¢a (Fort-10, World

Precision Instruments).
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6.4. Avaliacdo daintegridade dos anéis adrticos e mesentéricos

A presenca de endotélio funcional foi avaliada pelo estimulo com
acetilcolina (10 uM). Os vasos que relaxaram mais de 80% em relacdo a pré-
contracao induzida pela fenilefrina (100uM) foram considerados como contendo
endotélio funcional. Esse critério ndo foi utilizado para a preparacdo da artéria
mesentérica dos animais obesos, visto que eles apresentaram disfuncdo da
resposta vasodilatadora a acetilcolina. Quando necessario, o endotélio foi
removido mecanicamente. A auséncia de resposta a acetilcolina foi tida como

evidéncia de que o endotélio foi completamente removido.

6.5. Avaliacdo da resposta e dos mecanismos envolvidos nas

alteracdes vasculares

Foram realizadas curvas concentracdo-resposta cumulativas a
acetilcolina (1 nM a 100 yM) e a fenilefrina (1 nM a 100 uM), para avaliar,
respectivamente, a resposta vasorelaxante ou vasoconstritora dos animais dos
grupos experimentais. Ferramentas farmacoldgicas foram empregadas para
avaliar o mecanismo de acao das alteracGes provenientes do tratamento. Para
avaliacdo da participacdo da via das NOS, foram utilizados inibidores né&o
seletivos (L-NAME, 300 pM) e seletivos para as isoformas, eNOS e nNOS (L-
NNA 1 pM) e INOS (L-NIL 10 pM). Foi avaliada também a participacdo de
prostaglandinas nessas alteracdes, utilizando-se o inibidor ndo-seletivo para
ciclooxigenase (ibuprofeno, 10 uM), o antagonista do receptor TP (SQ29548, 10

uM) e o inibidor preferencial da isoforma 2 da ciclooxigenase (celecoxibe, 10

uM).
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6.6. Avaliacao da participacao daisoformainduzida da NOS (iNOS)

nas alteragcdes vasculares

e Silenciamento in vivo daiNOS

Para silenciar a isoforma da iNOS, nés utilizamos a técnica de
oligodeoxinucleotideosantisense (AS-ODNs) fosfosulfatados, construido com 21
bases na sequéncia complementar para a INOS do camundongo. Foi utilizada a
sequéncia: 5’-CAG UGU AUA AUU CCU UGA UTT-3'para iINOS (GenbankNM
010927). A sequéncia de AS-ODN foi obtida da Eurogentech North Americalnc
(San Diego, CA, USA). Foi utilizada como controle uma sequéncia similar a
sequéncia anteriormente descrita, porém ineficaz para interferir na sintese
proteica da iINOS, denominada mismatch ODN (MM-ODN), com a seguinte
composicdo: 5-GTC TTG AAC TTC CCG ATC T-3'. Oito animais de cada um
dos dois grupos sedentarios, SC e SD, receberam 2 nmol de AS-ODN ou 2 nmol
de MM-ODN (controle negativo) através da veia peniana, 12 horas antes dos
experimentos conforme descrito pelo nosso grupo [67]. A eficiéncia do AS-ODN
em bloguear a expressao e a acao da iINOS foi avaliada por Western blot e por

ensaios funcionais.

e Animais com delecdo génica da iNOS (Animais iINOS™)
Foram realizadas curvas concentragao-resposta cumulativas a fenilefrina
(L nM a 1 mM) para avaliar a resposta vasoconstritora dos animais iINOS"

tratados por oito semanas com a racao controle ou com a dieta hiperglicidica.

7. Determinacdo da expressao proteica da INOS, eNOS, COX-2,
subunidade p65do NFkB e receptor-1do TNFa por Western blot.

A aorta e artéria mesentérica foram congeladas a -80°C e, posteriormente,
homogeneizadas com um homogeneizador de tecidos tipo turrax (Marconi®,
Brasil) em presenca de tampé&o de lise (NaCl 150 mM; Tris 50 mM; EDTA 5 mM;
MgCl2 1 mM) acrescido de 0,3 % de Triton X-100, 0,5% de SDS e de coquetel de
inibidores de proteases (SigmaFast®, Sigma). Ap0S 0 processamento, as
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amostras foram centrifugadas a 3600 G por 8 minutos. A quantidade de proteinas
das amostras foi mensurada de acordo com o método de Bradford [119]. As
amostras foram diluidas em tampéao da amostra (4X tris HCI/SDS pH=6,8, 3%
Glicerol, 1% SDS, 0,6% pB-mercaptoetanol, 0,1% Azul de Bromofenol) e
aguecidas a 98 °C por 5 minutos. Para separacao, foram aplicados 30ug de
proteina em gel de 10% SDS-PAGE. Ap6s serem separadas no gel de
poliacrilamida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Millipore®, USA) com poro de 0,45um. Apds o bloqueio (2h em
TBS-Tween 0,1% mais 3% de albumina), a membrana foi incubada overnight em
camara fria (6-8 °C), com o anticorpo primario especifico diluido em 1,5% de
albumina em TBS-Tween 0,1%. Os seguintes anticorpos primarios foram
utilizados: anti-iNOS (monoclonal feito em camundongo; diluicdo de 1:2000),
anti-eNOS (monoclonal feito em camundongo; diluicdo de 1:2000), anti-p65-
NFkB (policlonal feito em coelho; diluicdo de 1:500) e anti-COX-2 (policlonal feito
em camundongo; diluicdo de 1:500), anti-receptor-1 para TNFa (monoclonal feito
em camundongo; diluicdo de 1:2000) e antiB-actina (monoclonal feito em
camundongo; diluicdo de 1:3000). Em seguida, a membrana foi lavada com TBS
contendo 0,3% de Tween 20 (TBS-T) por 5 minutos (por trés vezes) e incubada
por duas horas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP), anti-
IgG de camundongo (diluicdo de 1:15000 em TBS-Tween com 2% de albumina)
ou anti-lgG de coelho (diluicdo de 1:20000 em TBS-Tween com 2% de
albumina). Ap6s o periodo de incubagéo, a membrana foi novamente lavada em
TBS-T (5 minutos por trés vezes). As bandas proteicas foram detectadas por
uma reagdo de quimiluminescéncia (kit ECL plus — Amersham Biosciences do
Brasil Ltda) e a intensidade das mesmas foi avaliada por analise densitométrica

através do software ImageJ 1.48.
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8. Dosagem da producao basal de NO

8.1. Dosagem de nitrito por fluorimetria utilizando o DAN

O método utilizado para dosagem da producao basal de 6xido nitrico foi o
método de deteccdo fluorimétrica do 1-(H)-naphthotriazole, um produto
fluorimétrico da reacdo entre o nitrito (NO2", metabdlito comum do NO) e o 2,3-
diaminonaftaleno (DAN). O ensaio com o DAN foi realizado de acordo com Misko
e colaboradores com pequenas modificacfes [120]. Os anéis de aorta foram
acondicionados em solucao de Krebs, a 37°C, em estufa com atmosfera de 5%
CO:s2. Depois desse periodo, amostra do persufato foi coletada para dosagem da
producdo de nitrito basal. Cada anel foi utilizado como controle de si mesmo,
uma vez que, apos a coleta do perfusato para dosagem da producéo basal, os
vasos foram incubados com L-NAME (300 pM) por 20 minutos para avaliar a
participacdo da éxido nitrico sintase nessa producdo. Para reacdo, 100 uL de
perfusato foi imediatamente misturado a 10 pL da solucao estoque de DAN (0,05
mg/mL em HCI 0,62 M) em pocos de microplacas, de 96 pocos, pretas e opacas
(Costar®, USA). A reacao se processou por 10 minutos a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. Apos esse periodo, a reacgéao foi paralisada com 5 uL de NaOH
(2,8 M) e a placa foi lida em um espectrofluorimetro (excitagdo 365 nm, emisséo
440 nm; Cary Eclipse Microplatereader, VARIAN, Inc.). A concentracdo de NO2
nas amostras foi calculada com base em uma curva padrao, com concentracdes
predeterminadas de NO2", a cada experimento e normalizada pelo peso seco do

anel de aorta.

8.2. Determinacdo da sintese de NO por microscopia de

epifluorescéncia

A confirmacédo da sintese basal de NO em cortes de aorta foi realizada
em microscopia de epifluorescéncia, modificado de Davel e colaboradores [121].

A aorta foi embebida em meio de criopreservagéo (TissueTek®), e cortes

64



Métodos

transversos de 5 um foram obtidos com criostato. Os cortes foram estabilizados
em tampéo fosfato (PBS 0,1 mM, pH = 7,4) contendo CaClz (0,45 mM) por 10
minutos a 37°C. Apoés esse periodo, os cortes foram incubados com a sonda
intracelular fluorescente para o NO, 4-amino,5-metilamino-2’,7’-difluoresceina
diacetato (DAF-FM DA), na concentracao de 8 uM por 30 minutos, protegidos da
luz. Imagens digitais foram obtidas na objetiva de 20x, usando o microscopio de
fluorescéncia NIKON ECLIPSE Ti do Centro de Aquisicéo e Processamento de
Imagens do ICB/UFMG. As imagens foram analisadas no programa Image J
1.48, usando a funcdo de analise de densidade Optica de fluorescéncia da area
de interesse (ROl manager). Quinze &reas de interesse foram selecionadas em
cada corte analisado. Cinco cortes de cada animal foram analisados. Um namero

amostral de trés animais por grupo experimental foi utilizado.

9. Andlise histolégica da aorta

Apés o sacrificio dos animais, uma porcdo da aorta toracica foi removida
e fixada em acido picrico (Bouin), por 24 horas em temperatura ambiente.
Posteriormente, os tecidos foram desidratados através de lavagem sequencial
com etanol 70%, etanol 80%, etanol 90% e etanol 100%, e incluidos em parafina
(Paraplast®X-tra Tissue Embedding Medium, McCormick Scientific). Foram
preparadas laminas contendo em média 10 cortes transversais de 6 um, por
animal. As preparacdes foram coradas com hematoxilina e eosina (H/E),
codificadas e submetidas a analise microscépica. Imagens digitais, na objetiva
de 20x de aumento, foram obtidas usando o Scanner de laminas - 3D Histech,
do Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens do ICB/UFMG. As
imagens foram analisadas usando o programa PannoramicViewer. Dados como
namero de nucleos por area selecionada, espessura da parede vascular (do
endotélio a adventicia), area vascular total e area do limen vascular foram
coletados. A area da parede vascular foi estimada pela subtracdo da area do
[limen da area vascular total. Esse parametro foi usado para o célculo da razéo

area da parede vascular pela area do lamen.
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10. Andlise estatistica

Os calculos e analises estatisticos foram realizados utilizando-se o programa
GraphPadPrism 4.0. As curvas concentracao-resposta cumulativas a fenilefrina
foram expressas pela raz&o forga por comprimento do anel (mN/mm). Os dados
de relaxamento vascular foram representados como o percentual de redugéao da
contracdo em reposta a fenilefrina. Ambas as curvas foram analisadas ponto-a-
ponto através do método Two-way ANOVA para medidas repetidas, seguidas de
testes de comparacdo do tipo BONFERRONI. Os valores de Emax foram
determinados através de regressdo ndo-linear das curvas concentracdo-
resposta obtidas nos experimentos, representando a resposta maxima a
fenilefrina (para as curvas de contracdo) ou a acetilcolina (para as curvas de
relaxamento). Os dados de Western blot foram expressos como média + EPM
dos valores obtidos para cada amostra, normalizados pelos resultados de [3-
actina de cada amostra. As imagens de microscopia de fluorescéncia foram
analisadas de acordo com a intensidade de fluorescéncia por area. Os resultados
expressos por graficos de barras foram comparados pelos testes t de Student ou
pelo método One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, apds a
avaliacdo da normalidade da distribuicdo dos dados. O teste de normalidade
utilizado foi o teste Kolmogorov-Smirnov. Todos os resultados foram expressos

como média + EPM e considerados significativos os valores de p<0,05.
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Resultados

1 - Padronizacao do modelo de obesidade em camundongos e avaliagao do
efeito do treinamento fisico:

1.1- Ganho de peso dos animais e depdésitos de tecido adiposo
retroperitoneal, mesentérico, epididimal e periadrtico;

Realizamos a padronizacdo do modelo de obesidade induzida por dieta
hiperglicidica, enriquecida com leite condensado e acucar, em camundongos.
Em resposta ao tratamento com dieta, os animais obesos sedentérios
apresentaram alteracdes corporais, como 0 aumento de ganho de peso corporal
(SC = 4,48+0,34; SD = 6,61+0,85g; p<0,05)e dos depdsitos de gordura
analisados: aumento de 65,8% do depdsito de gordura mesentérico, de 81% do
epididimal, de 146,1% do retroperitoneal e de 173,3% do tecido adiposo
periaortico, quando comparados com os respectivos depdsitos de tecido adiposo
do grupo SC. Os animais obesos também apresentaram uma maior ingestao
calérica. O treinamento fisico atenuou o aumento dos depdsitos de gordura
epididimal e retroperitoneal e normalizou a ingestéo caldrica, o ganho de peso
corporal e peso dos depoésitos de gordura mesentérico, periadrtico e marrom.
N&o foram encontradas diferencas significativas na presséo arterial sistélica e na

frequéncia cardiaca entre os grupos (tabela 3).
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Tabela 3 - ParAmetros corporais e energia ingerida em animais tratados com dieta hiperglicidica e
treinamento fisico. Simbolos representam a analise estatistica entre os grupos: *SC x SD; 8SC x EC;
&SD x ED; *EC x ED. Teste t-Student. O nivel-p foi representado pelo nimero de repeticdes dos

simbolos, por exemplo, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. N= 18 animais.

Parametros SC Sb EC ED
Peso corporal inicial (g) 26,78 £ 0,29 26,99 + 0,45 26,90 £ 0,62 26,13 £ 0,68
Peso corporal final (g) 31,26 + 0,37 33,01+ 0,67* 29,83+0,71 29,22 + 0,86 &
Ganho de peso final (9) 4,48 £ 0,34 6,61+0,85 3,85 £ 0,96 3,55 + 0,97&
Energia ingerida (Kcal/dia) 12,40 + 0,67 1859+0,87"" | 12,70%0,66 15,15 + 1,25"
Gordura epididimal (g) / peso 6,07 + 0,46 1101 + 0 64™* 5.43 + 0,25 883 +0.74%%
corporal (g) x 1000 R e
Gordura mesentérica (g) / peso
8,32+0,91 14,61+083"" | 831%099 | 1122:087"
corporal (g) x 1000
Gordura retroperitoneal (g) / 1,71+ 0,19 421 +0.23™ 1,60+ 0,17 3.04 + 0,345
peso corporal (g) x 1000 e e
Gordura subescapular (g) / 3,47 + 0,15 5.00 + 0.26" 3,93 0,32 422 +021%
peso corporal (g) x 1000 U e
Gordura periadrtica (g) / peso .
0,15+ 0,03 0.41+ 0.06 0,21 +£ 0,04 0,34 + 0,06
corporal (g) x 1000 ’ '
Presséo arterial sistolica
98,32 £ 3,19 94,45 £ 2,55 100,9 + 4,31 96,28 + 3,24
(mmHg)
Frequéncia Cardiaca (bpm) 608,4 + 32,83 613,5+19,27 | 5858+1,75 | 594,2 +48,87
1.2- Niveis séricos de glicose, triglicérides, colesterol total,

colesterol HDL, colesterol LDL, insulina e leptina.

Em relacdo as alteracbes metabdlicas e hormonais, verificamos que os

animais obesos apresentaram um aumento nos niveis séricos de LDL (94% de
aumento), de colesterol total (60% de aumento) e da relacdo LDL/HDL (82% de
aumento). As concentracBes séricas de insulina (60% de aumento) e leptina
(74% de aumento) também estavam elevadas nos animais obesos sedentérios.
O treinamento fisico preveniu o aumento das concentracfes séricas de cLDL
(SD = 63,34 + 7,46; ED = 47,94 +6,55 mg.dL, p<0,05), leptina (SD = 2,96 *
0,29; ED = 1,34+ 0,24 ng/mL, p<0,05), insulina (SD = 0,82+ 0,10; ED = 0,49+
0,12 ng/mL, p<0,05) e o aumento na raz&o cLDL/cHDL. O treinamento fisico
atenuou 0 aumento das concentracdes de colesterol total. Nao foram
encontradas diferencas nas concentracbes seéricas de glicose, triglicérides,
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acidos graxos livres e VLDL, bem como, ndo houve diferenca na concentracédo

de lipidios hepaticos entre os grupos experimentais. Os animais do grupo EC

apresentaram uma menor concentracdo de cHDL (reducado de 30,14%) quando

comparado ao grupo SC. Ja os animais treinados tratados com a dieta néo

apresentaram alteracdo da concentracdo de cHDL quando comparados com 0s

animais obesos sedentarios, mas apresentaram um aumento de 84,4 % quando

comparados ao grupo EC, tabela 4.

Tabela 4 - Parametros metabdlicos e hormonais séricos em animais tratados com dieta hiperglicidica
e treinamento fisico. Simbolos representam a andlise estatistica entre os grupos: *SC x SD; 8SC x
EC; &SD x ED; *EC x ED. Teste t-Student. O nivel-p foi representado pelo nimero de repeticdes dos
simbolos, por exemplo, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. N=7 animais.

Parametros s = = =2
Glicose (mg.dL™) 200,3 £ 16,85 228,8 + 24,48 181,7 +18,21 213,7+21,11
Triglicérides (mg.d |_'1) 99,33 £ 14,25 84,02 £9,23 92,93 £ 20,52 78,25 +11,71
Acidos Graxos Livres
4 1,49 + 0,08 1,80+ 0,18 1,81 +0,21 1,78+ 0,17
(mM.L )
Lipides hepéticos
) 3,96 £ 0,15 4,32 +0,19 4,02 +£0,35 2,93+0,65
(mg/100mg de tecido)
= #&
Colesterol total (mg.dL 1) 77,45 + 6,02 124,0 + 8,01 68,68 +6,88 97,96 +8,67
VLDL (mg_dL_l) 20,86 + 2,93 16,80 + 1,85 18,59 + 4,10 15,65 + 2,34
cLDL (mg.dL™) 32,62 + 6,27 63,34 £ 7,46 32,73+ 4,51 47.94+6,55
cHDL (mg.dL") 27,47 2,68 33,78 +3,71 19,19 +2,69° 35,40 + 4,67
cLDL/cHDL 1,135 + 0,21 2,07 + 0,32* 1,79 £ 0,23 1,52 + 0'23&
Leptina (ng/mL) 1,70 0,21 2,96+ 029" 1,49 + 0,13 1,34 +0,24%
Insulina (ng/mL) 0,51 + 0,05 0,82 + 0,10* 0,46 + 0,08 0,49 + 0,12&
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1.3- Avaliacéo datolerancia a glicose e da sensibilidade a insulina nos
animais dos quatro grupos experimentais.

Os animais ndo mostraram alteracdo da curva de tolerancia a glicose,
figura 6. No entanto, o teste de sensibilidade a insulina mostrou uma maior
sensibilidade a insulina nos animais do grupo EC, quando comparados ao grupo
SC, (figura 7).
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Figura 6 - Perfil de glicose sérica durante o teste de tolerancia a glicose. Ndo houve diferenca
entre os grupos. Os dados foram representados como média + EPM de N=5. One-way ANOVA com
pos-teste de Tukey.
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Figura 7 - Perfil da glicose sérica durante o teste de sensibilidade a glicose. O treinamento fisico
melhorou a sensibilidade a insulina no grupo controle. Os dados foram representados como
média + EPM de N=5. One-way ANOVA com pés-teste de Tukey. *p<0,05 entre SCx EC.
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2 =Treinamento fisico dos animais

Os animais treinados obtiveram um desempenho fisico maior, observado

pelo aumento do trabalho (figura 8.A, tabela 5) e da velocidade méaxima (figura

8.B, tabela 5) produzida durante os testes de esforco maximo, quando

comparados aos respectivos grupos sedentarios. A dieta ndo diminuiu o

desempenho dos animais treinados durante os testes.
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Figura 8 — Trabalho e Velocidade maxima desenvolvida durante os trés testes de esfor¢co maximo. Cada barra
representa o trabalho (A) e a velocidade méaxima (B) desenvolvido pelo grupo durante cada um dos testes de
esforco, em ordem cronoldgica. Dados representados em média + EPM. N=15 animais *p<0,05, *p<0,01 e
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p<0,001. One-way ANOVA com pés-teste de Tukey.
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Tabela 5 - Desempenho dos animais durante o teste de esforgo maximo. Dados representam médias
+ EPM. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 teste t-Student. N= 15 animais. Diferenca em relagédo ao primeiro
teste de esforgco maximo.

Teste de
PARAMETROS Esforco
maximo
1@ 17,20 £ 0,95 18,80 + 0,90 20,40 + 0,89 20,40 +1,21
Velocidade
maxima 20 18,80 + 0,90* 17,40 + 0,67 26,20 + 1,07 *** | 27,21 £ 1,15***
(m/min)
30 20,00 + 1,23 * 19,40 +£1,23 27,43 £ 0,98 *** | 27,21 + 0,79***
1° 0,41 + 0,04 0,49 + 0,05 0,52 + 0,03 0,53 + 0,05
Trabalho (Kgm) 20 0,53+0,05* 0,46 £ 0,03 0,95 + 0,09*** 1,00 + 0,08***
30 0,64 + 0,06 * 0,62 £ 0,05 1,18 £ 0,09 *** 1,08 £ 0,06***
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Os animais dos grupos de treinamento apresentaram uma reducgao de
aproximadamente 15% no consumo de O:2 basal, quando comparados aos
animais do grupo SD (figura 9.A). Nao houve diferenca significativa do consumo
de oxigénio durante o teste de esforco maximo figura 9.B. No entanto, 0 consumo
de O2 dos animais treinados foi relativamente menor quando comparados ao
consumo de Oz dos animais sedentarios, o que refletiu na maior eficiéncia

mecanica dos animais treinados, figura 10.
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Figura 9 - Consumo de oxigénio (O2) dos grupos experimentais no basal e durante o teste de esforgo
maximo. (A) grafico da média dos valores de consumo de Oz dos 15 minutos que antecedem o teste de
esforco méximo. (B) Curva de consumo de Oz durante o teste de esforco maximo apds as 8 semanas de
treinamento. Dados representam médias + EPM. N=10 animais. *p<0,05, One-way ANOVA com pés-teste
de Tukey.

Os animais treinados mostraram uma maior eficiéncia mecéanica durante o
teste de esforco maximo, em relacdo aos seus respectivos grupos sedentarios
(SC=18,50+1,19 x EC=24,21+0,96, p<0,01; SD=16,86+0,91 x ED=25,13+1,52),
figura 10.
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Figura 10 - Eficiéncia mecénica (EM) dos animais durante o teste de esfor¢o final. (A) média da
eficiéncia mecanica desempenhada durante todo o teste de esfor¢o. (B) Eficiéncia mecanica a
cada ciclo de 3 minutos do teste de esfor¢o maximo. Dados representam médias + EPM. N=10
animais. **p<0,01, pelo Teste t-Student.
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3 - Avaliacdo das alteragbes funcionais em um modelo de vaso de
condutéancia (aorta) e em um modelo de vaso de resisténcia (artéria

mesentérica).

3.1 - Investigacdo dos mecanismos envolvidos nas alteracfes de
resposta relaxante

Em relacdo a aorta, vaso de condutancia escolhido, os grupos nao

apresentaram diferenca na resposta vasodilatadora (figura 11).
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Figura 11 - Avaliacdo da resposta vasodilatadora a acetilcolina em anéis de aorta nos grupos
experimentais SC, SD, EC e ED. A resposta vasodilatadora foi semelhante em ambos os grupos. Os
dados foram representados como média + EPM de N=7 animais. Two-way ANOVA com pdés-teste de

Bonferroni

Em relacdo & artéria mesentérica, vaso de resisténcia escolhido, os
animais sedentarios, que receberam a dieta, apresentaram uma disfungéo
endotelial, caracterizada por uma menor resposta vasodilatadora a acetilcolina
(SC Emax= 84,96 + 3,076; SD Emax= 61,45+ 1,746 % de relaxamento, p<0,001;
figura 13A). A disfuncéo foi reduzida pelo treinamento fisico (ED Emax= 76,89 *

1,728 % de relaxamento; figural?).
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Figura 12 - Avaliagdo da resposta vasodilatadora a acetilcolina em anéis de artéria mesentérica
dos grupos SC, SD, EC e ED. O treinamento fisico melhorou a resposta vasodilatadora dos

animais alimentados com a dieta hiperglicidica. O dados séo representados como média + EPM
de N=5 animais. *p<0,05 e ***p<0,001,Two-way ANOVA com pdés-teste de Bonferroni.

3.2 — Investigacdo das alteragdes de resposta contratil na aorta

A aorta dos animais tratados com a dieta (sedentarios e treinados)
apresentou uma severa diminui¢ao da resposta contratil a fenilefrina (SC Emax =
4,98 + 0,18 mN/mm versus SD Emax = 2,49 + 0,08 mN/mm p< 0,001; EC Emax
4,10 = 0,224 mN/mm versus ED Emax = 2,42 + 0,140 mN/mm; p< 0,001), figura

13.A. A remocao do endotélio normalizou a resposta contratii dos animais

tratados com a dieta hiperglicidica (figura 13.B).
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Figura 13 -Avaliacdo da resposta contrétil de anéis de aorta dos animais SC, SD, EC e ED. (A) na
presenca e (B) auséncia de endotélio funcional. Os animais sedentarios e treinados tratados com a
dieta hiperglicidica apresentaram uma menor resposta constritora a fenilefrina, que foi normalizada

pela remocédo do endotélio funcional. Os dados foram representados como média + EPM de N=10
animais. ***p<0,001, Two-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni.

A integridade da maquinaria contratil foi avaliada pela curva de
concentragdo resposta com KCI, que ndo mostrou alteragdo entre 0s grupos
experimentais (figura 14).
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Figura 14 - Avaliacdo da resposta contratil de anéis de aorta dos animais SC, SD, EC e ED em
resposta ao KCI. (A) na presenca e (B) auséncia de endotélio funcional. Os animais néo
apresentaram diferenca de resposta contratil ao KCI. Os dados foram representados como média +
EPM de N=6 animais. Two-way ANOVA com p0s-teste de Bonferroni.

Para avaliar a participacdo do NO, um importante fator vasodilatador em
vasos de condutancia, na menor resposta contratil dos animais tratados com a
dieta hiperglicidica, avaliamos a enzima produtora de NO. Verificamos que a

incubacgéo prévia dos anéis de aorta com L-NAME (300uM), um inibidor néo-
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seletivo das NOS, restaurou a contragéo dos animais tratados com a dieta (figura

15), sugerindo a participacdo da via das NOS nessa alteracdo de resposta
contratil.
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Figura 15 - Avaliacdo da participacdo da via das enzimas o6xido nitrico sintase (NOS) na
hiporresponsividade adrtica dos animais tratados com a dieta hiperglicidica. (A) animais
sedentarios e (B) treinados. A incubacgdo prévia com L-NAME (300uM), inibidor nao-seletivo das
NOS, normalizou a resposta contratil dos animais tratados com a dieta hiperglicidica. Os dados
foram representados como média + EPM de N=6-8 animais. ***p<0,001, Two-way ANOVA com pés-
teste de Bonferroni.

Com o intuito de descobrir qual isoforma das NOS era a responsavel pela
hiporresponsividade aodrtica a fenilefrina, utilizamos inibidores seletivos para as
isoformas constitutivas e para a isoforma induzida. A inibicdo das isoformas
constitutivas com L-NNA (1 uM) (eNOS e nNOS) nao igualou a resposta contratil
dos animais sedentarios tratados com a dieta hiperglicidica a resposta dos
animais do grupo controle (figura 16.A). Esse resultado sugere que essa
isoforma ndo é a responsavel pela alteracdo da resposta vascular nesses
animais. No entanto, a incubacao com L-NNA aumentou a contragéo dos animais
ED (figura 16 B), sugerindo que as isoformas constitutivas tém um papel

importante da modulagéo da contracdo induzida pelo exercicio.
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Figura 16- Avaliagdo da participacdo das isoformas constitutivas das NOS na menor resposta
contrétil dos grupos SD e ED. (A) animais sedentérios e (B) treinados. A incubacéo prévia com L-
NNA (1pM), inibidor preferencial das isoformas endotelial e neuronal da NOS, ndo normalizou a
resposta contrétil dos animais sedentarios e reverteu parcialmente a menor resposta dos animais

treinados tratados com a dieta hiperglicidica. Os dados foram representados como média + EPM de
N=6 animais. **p<0,01 e ***p<0,001, Two-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni.

O delta da &rea sob a curva das curvas de contracdo a fenilefrina na
presenca e na auséncia do L-NNA também sugere uma maior participacao das
isoformas constitutivas da NOS no controle da resposta contratil dos animais

treinados (figura 17).
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Figura 17 — Efeito inibitério do L-NNA na resposta contréatil a fenilefrina dos animais dos grupos
SC, SD, EC e ED. Os valores foram obtidos do deltada &rea sob a curva entre acurvade contragdo
na presenca do inibidor preferencial das isoformas constitutivas da NOS (L-NNA, 1 pM) e na
auséncia desse inibidor. Os dados foram representados como média + EPM N=6. *p<0,05. One-
way ANOVA com pés-teste de Tukey.
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Por outro lado, a inibicdo da iINOS, com o inibidor seletivo L-NIL (10uM),
reverteu a diminuicao da resposta contratil nos animais sedentarios (figura 18.A),

mas nao nos animais treinados alimentados com a dieta hiperglicidica (ED; figura
18.B).
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Figura 18 - Avaliacdo da participagcédo daisoformainduzida da NOS (iINOS) na menor resposta contrétil
da aorta dos animais SD e ED. (A) animais sedentérios e (B) treinados. A incubagéo prévia com L-NIL
(10uM), inibidor preferencial da isoformaiNOS, normalizou a resposta contratil dos animais
sedentarios e reverteu parcialmente a menor resposta dos animais treinados tratados com a dieta

hiperglicidica. Os dados foram representados como média + EPM de N=5 animais. Two-way ANOVA
com poés-teste de Bonferroni *p<0,05 e ***p<0,001.

Ambos os grupos tratados com a dieta hiperglicidica apresentaram um
aumento da expresséo da isoforma induzida da NOS (536,4% de aumento, figura
19) e do receptor -1 para TNFa (319,7% de aumento, figura 20). O treinamento
fisico atenuou esse aumento (iINOS: 226,3%; R-1-TNFa: 71,7%), figura 19 e 20.
A expressdo da isoforma endotelial da sintase do 6xido nitrico (eNOS) néo
estava alterada na aorta dos grupos alimentados com a dieta hiperglicidica (SD

e ED). O treinamento fisico aumentou a expressao da eNOS (60,1% de aumento)
na aorta do grupo EC, figura 21.
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Figura 19 - Avaliacdo da expressdo da iNOS na aorta dos grupos experimentais. O dados séo
representados como média * EPM de N=7 animais. One-way ANOVA com pds-teste de Tukey,

*p<0,05 e ***p<0,001.
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Figura 20 - Avaliacdo da expressdo proteica do receptor-1 para TNFa na aorta dos grupos
experimentais. O dados sdo representados como média + EPM de n=3. One-way ANOVA com po0s-

teste de Tukey, **p<0,01 e ***p<0,001.

Figura 21 - Avaliacdo da expressdo da eNOS

na aorta dos grupos experimentais. O dados séo

representados como média + EPM de N=5 animais. One-way ANOVA com poés-teste de Tukey

**p<0,05 e **p<0,001
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Os animais nos quais foi induzido o silenciamento agudo da iNOS (figura
22 A) e os animais com delecdo génica para a INOS (figura 22 B) né&o
apresentaram a reducao da resposta contratil a fenilefrina quando tratados com
a dieta hiperglicidica. A qualidade da técnica de silenciamento foi avaliada pela
reducdo da expressédo proteica da iNOS na aorta. Doze horas apds a aplicagédo
das sequéncias de AS-ODN para iINOS, a expresséo dessa isoforma na aorta foi
reduzida em aproximadamente 68%, como mostrado pelos resultados de sua

expressao proteica, figura 23.
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Figura 22 - Avaliac&o do papel daiNOS namenor resposta contrdtil & fenilefrina na aorta dos animais
com silenciamento agudo da iNOS e animais com dele¢cdo génica dessa enzima tratados com a dieta
hiperglicidica. (A) O silenciamento agudo da iNOS reverteu a menor resposta contratil a fenilefrina
dos animais obesos. (B). Os animais iNOS”’ tratados com a dieta ndo apresentaram
hiporresponsividade a fenilefrina. Os dados foram representados como média + EPM de N=6
animais. Two-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni ***p<0,001.
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Figura 23 — Avaliacdo do silenciamento da expressao proteica da iNOS na aorta de camundongos
alimentados com a dieta hiperglicidica. SD: sedentério dieta hiperglicidica; SD AS-iINOS: sedentério
dieta hiperglicidica tratados com sequéncia antisense para iNOS; SD MM-INOS: sedentério dieta
hiperglicidica tratados com a sequéncia mismatch para iNOS. N=4 animais.
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A produgéo basal de NO na aorta dos animais do grupo SD (161,1 % de
aumento) e ED (72% de aumento), se mostrou aumentada (figura 24) quando
dosado pelo médoto de DAN. Esses dados foram corroborados pelos
experimentos de microscopia de fluorescéncia com DAF que também mostraram

um aumento de NO nos animais que receberam a dieta (figura 25).

0.9 ok k %k

Figura 24 - Dosagem indireta da producéo basal de NO pelo método do diaminonaftaleno (DAN) em
anéis de aorta dos grupos experimentais. Os dados foram representados como média + EPM. N=6.
Teste t-Student, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Figura 25 - Producgao basal de NO em cortes histoldgicos de aorta dos grupos experimentais. (A)
gréfico quantitativo da producgao basal de NO avaliada pela fluorescéncia do DAF-FM (B) Imagens
representativas das secc¢des transversas da aorta. Fluorescéncia do DAF-FM foi expressa em
intensidade por area analisada. Os dados foram representados como média + EPM de 15 éareas
analisadas por corte. N=4 animais. Teste t-Student ***p<0,001.

Avaliamos também o papel da via da ciclooxigenase na diminuicdo da
contracao da aorta dos animais alimentados com a dieta hiperglicidica. Para isso,
0s anéis de aorta foram previamente incubados com ibuprofeno (10 pM), um
inibidor ndo-seletivo das COXs. A inibicdo da COX néo interferiu na contracao

da aorta em nenhum dos grupos (figura 26).
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Figura 26 - Avaliacdo da participacdo da ciclooxigenase (COX) na menor resposta contrétil da aorta
dos animais do grupo SD e ED. (A) animais sedentéarios e (B) treinados. A incubacdo prévia com
ibuprofeno (10uM), inibidor ndo seletivo das ciclooxigenases, ndo normalizou a resposta contratil a
fenilefrina dos animais alimentados com a dieta hiperglicidica. Os dados foram representados como
média + EPM de N=5 animais. Two-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni *p<0,05 e ***p<0,001.

3.3 - Avaliacdo morfométrica da aorta

A morfometria dos cortes histolégicos da aorta ndo mostrou alteracdes
estruturais significativas, como alteragdo no numero de nudcleos (figura 27 A), na
espessura da parede da aorta (figura 27 B), ou na razéo da area da parede pela

area do lumen (figura 27 C), e como ilustrado na figura 28.
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Figura 27 — Avaliacdo morfométrica da aorta. Ndo houve alteragdes no numero de nucleos (A), na
espessura da parede da aorta (B) e na razdo da area da parede pela area do limen (C) entre os
grupos experimentais. N=4 animais.
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Figura 28 - Fotomicrografias representativas de fragmentos de cortes transversais da aorta toracica
dos grupos experimentais. Objetiva de 20x de aumento, com ampliagdo de 20x pelo software de
anélise.

3.4 - Investigacdo das alteragdes de resposta contrétii na artéria

mesentérica

Na artéria mesentérica, ao contrario da aorta, verificamos que houve um
aumento de contracdo (57 %) nos animais sedentarios que receberam a dieta
guando comparados ao sedentario controle (SC Emax = 3,89 £ 0,14; SD Emax =
6,13 + 0,28 mN/mm, p<0,001). O treinamento fisico restaurou a contracdo aos
niveis do controle (figura 29 A). A remocao do endotélio ndo reverteu a disfuncéo
contratil dos animais alimentados com a dieta (SC Emax = 4,47 + 0,17; SD Emax =
6,9 £ 0,53 mN/mm, p<0,001; aumento de 54%; figura 29 B).
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Figura 29 - Avaliagdo da resposta contrétil de anéis de artéria mesentérica dos animais SC, SD, EC
e ED. (A) na presenca e (B) auséncia de endotélio funcional. Os animais sedentarios tratados com a
dieta hiperglicidica apresentaram uma maior resposta constritora a fenilefrina que foi prevenida pelo
treinamento fisico. A remocédo do endotélio funcional néo reverteu a maior resposta contratil dos
animais do grupo SD. Os dados foram representados como média + EPM de N=6 animais. ***p<0,001

Two-way ANOVA com pOs-teste de Bonferroni.

A inibicdo das NOS néo restaurou a resposta contratil dos animais
sedentarios obesos (SD + L-NAME Emax= 8,24 + 0,77 x SC + L-NAME Emax=
5,79 £ 0,26; p<0,05, figura 30 A), bem como ndo modificou a resposta contratil
entre os grupos de animais treinados (figura 30 B).

>
w

=
o
-
[~
Y

Contragdo (mN.mm™")

0 sc O EC
94 A sD 91 ® EC+L-NAME 300pM
MW SC + L-NAME 300 uM = © ED
81 4 sD+L-NAME 300,M < 8] o ED+L-NAME 300pM
74 E 4
* £
64 Z 64
onx £ -
54 o 51
44 z& 44
©
f =1
34 T 34
<]
24 O 24
14 14
0l T T T T T T T T T
-9 -8 -7 £l -5 -4 9 -8 -7 -6 -5 4
Log [Fen]M Log [Fen]M

Figura 30 - Avaliacdo da participacdo da via das enzimas 6xido nitrico sintase (NOS) no aumento da
resposta contratil da artéria mesentérica do grupo SD. (A) animais sedentarios e (B) treinados. A
incubacgédo prévia com L-NAME (300uM), inibidor ndo-seletivo das NOS, restaurou parcialmente a
resposta contratil dos animais sedentarios tratados com a dieta hiperglicidica. Os dados foram
representados como média £+ EPM de N=6-8 animais. *p<0,05 e **p<0,001, Two-way ANOVA com
pés-teste de Bonferroni.
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Como a inibicdo da via das NOS n&o normalizou a resposta contratil dos
animais obesos sedentérios (SD), verificamos a via da ciclooxigenase (COX). O
tratamento dos anéis de artéria mesentérica com o inibidor ndo seletivo das
ciclooxigenases (lbuprofeno 10 uM) ou com o inibidor seletivo da isoforma 2 da
COX (celecoxibe 10 pM) normalizou a resposta contratil do grupo SD (figura 31
A e 32 A). A inibicdo da via das ciclooxigenase ndo alterou a resposta contratil
da artéria mesentérica dos animais treinados (figura 31 B e 32B).
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Figura 31 - Avaliacdo da participagdo da via das ciclooxigenases (COX) no aumento da resposta
contrétil da artéria mesentérica do grupo SD. (A) animais sedentarios e (B) treinados. A incubacao
prévia com ibuprofeno (10uM), inibidor ndo-seletivo das COX, normalizou a resposta dos animais
sedentarios tratados com a dieta hiperglicidica. Os dados foram representados como média + EPM
de N=6 animais. ***p<0,001, Two-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni.
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Figura 32 - Avaliacdo da participacdo da isoforma induzida ciclooxigenase (COX-2) no aumento da
resposta contratil da artéria mesentérica do grupo SD. (A) animais sedentarios e (B) treinados. A
incubacdo prévia com celecoxibe (10uM), inibidor seletivo da COX-2, normalizou a resposta dos
animais sedentarios tratados com a dieta hiperglicidica. Os dados foram representados como média
+ EPM de N=6 animais. ***p<0,001, Two-way ANOVA com pdés-teste de Bonferroni.
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Os receptores TP sado importantes na sinalizacdo da contracdo do
musculo liso vascular pelos prostanoides derivados das COXs. Para avaliar o
papel desses receptores na maior resposta contratil dos animais obesos, anéis
da artéria mesentérica foram incubados com um antagonista dos receptores TP,
SQ29548 (10 uM). O SQ29548 também reverteu o aumento de contracdo da

artéria mesentérica a fenilefrina dos animais obesos, figura 33.
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Figura 33 - Avaliacao da participacéo dos receptores TP no aumento da resposta contrétil da artéria
mesentérica do grupo SD. (A) animais sedentéarios e (B) treinados. A incubacdo prévia com SQ
29548 (10uM), antagonista dos receptores TP, normalizou a resposta dos animais sedentarios
tratados com a dieta hiperglicidica. Os dados foram representados como média + EPM de N=6
animais. ***p<0,001, Two-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni.

Os animais com silenciamento agudo da iINOS (figura 34) e os animais
iINOS™ (figura 35) tratados com a dieta hiperglicidica ndo desenvolveram a
disfuncdo vascular contratil na artéria mesentérica. Esses resultados sugerem
uma comunicacao entre a via de sinaliza¢do da iINOS com a via de sinalizacao

da COX na disfuncéo contratil da artéria mesentérica dos animais obesos.
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Figura 34 - Avaliacdo da participacao da iNOS no aumento da resposta contratil a fenilefrina na
artéria mesentérica dos animais do grupo SD. O silenciamento agudo da iNOS foi capaz de prevenir
a disfuncao contrétil dos animais SD. Os dados foram representados como média + EPM de N=4
animais. **p<0,001, Two-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni.
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Figura 35 - Avaliagdo da resposta contratil da artéria mesentérica dos animais com delecdo génica
da iNOS. (A) animais selvagens e iNOS” com endotélio e (B) sem endotélio. Os animais iNOS”
tratados com a dieta hiperglicidica ndo apresentaram alteragdo da resposta contratil a fenilefrina.
Os dados foram representados como média + EPM de N=4 animais. ***p<0,001, Two-way ANOVA
com pods-teste de Bonferroni.

E interessante aqui mencionar que a disfuncéo endotelial encontrada na
artéria mesentérica mostrada na figura 11, foi completamente revertida aos

niveis do controle, apds o silenciamento agudo da iINOS (figura 36).
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Figura 36 - Avaliacdo da resposta vasodilatadora a acetilcolina em anéis de artéria mesentérica de
animais do grupo SD com silenciamento agudo da isoforma induzida da iNOS (SD AS-iNOS). O
silenciamento agudo da iNOS preveniu a disfuncéo vasodilatadora dos animais alimentados com a
dieta hiperglicidica. O dados séo representados como média + EPM de N=4 animais. ***p<0,001, Two-
way ANOVA com pés-teste de Bonferroni.

As artérias mesentéricas dos animais obesos apresentaram uma maior
expressdo da COX-2 (102,9 % de aumento), do receptor-1 do TNFa (312,7% de
aumento) e da subunidade p65 do fator de transcricdo NFkB (186,4% de

aumento), figura 37.
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Figura 37 - Avaliagdo da expressao proteica da COX-2 (A), p65-NFkB (B) e do receptor -1 do TNFa
(C) na artéria mesentérica dos grupos experimentais. O dados séo representados como média +
EPM de N=3 animais. **p<0,01 e ***p<0,001, One-way ANOVA com pos-teste de Tukey.
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4. Avaliacdo de marcadores pro e anti-inflamatorios.

Como a via da INOS e da COX sao importantes em processos
inflamatorios, analisamos algumas citocinas de carater pro-inflamatoério e anti-
inflamatorio. Os animais sedentarios tratados com a dieta hiperglicidica
mostraram estado inflamatério aumentado nos depositos de gordura
mesentérica, epididimal e retroperitoneal, mostrado pelo aumento na producéo
de TNFa e MCP-1. No caso da gordura mesentérica, também foi observada uma
reducdo de IL-10. Essas alteracdes foram prevenidas pelo treinamento fisico.
Verificamos também um estado inflamatério sistémico no grupo SD,
caracterizado por um aumento na concentracao circulante de TNFa, que nao foi
observado no grupo ED. A producado de TNFa e MCP-1 na gordura periadrtica

nao foi alterada pela dieta hiperglicidica ou pelo treinamento fisico (Tabela 6).
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Tabela 6 - Avaliagdo da produc¢ao de citocinas nos grupos SC, SD, EC e ED. Simbolos representam
a andlise estatistica entre os grupos: *SC x SD; #SC x EC; 4SD x ED; SEC x ED; 8SCxED. Teste t-
Student. N =5 animais.

Parametros Citocinas
Soro IL-10 39,34 +8,22 56,81 + 7,59 63,43 + 14,71 50,75 + 10,70
IL-6 16,03 + 2,74 7,13 £257* 26,02 + 9,30 8.00+077
TNFa 9,92 + 3,25 37,81+7,27** 11,30 + 3,64 13.20 + 324"
MCP-1 123,5 + 25,09 113,0+13,66 137,2 + 25,66 87,04 + 22,61
Gordura IL-10 4,39+1,35 0,379 + 0,38* 15,23 + 5'39# 0,925 + 0'62§a
mesentérica
IL-6 0,995 + 0,44 1,26 + 0,51 2,04 +0,53 1354052
TNFa 441,9+23,4 6436+114,4* 594,2+39,7 17462104.1°"
MCP-1 77,7848,91 116,0+11,80 43,86+11,27 49,07+6,20
Gordura IL-10 139,7 + 19,12 199,3 + 30,05 264,6121,82## 117,1 + 3'33§a
epididimal
IL-6 24,93 +3,05 26,41 +4,14 4317+559 | 1851143
TNFa 3353 +71,18 1143,0£15, 3% 383,0 + 18,5 351,8+81,13
MCP-1 70,79 + 15,01 195,2+14,73%* | 79,30 + 16,77 67,89+9,02""
Gordura IL-10 136,2 + 31,62 210,9 + 34,07 2298 36,88 205,1 + 43,59
retroperitoneal
IL-6 15,86 + 4,19 48,59 + 8,82+ 21,57 +1,92 20,4345.05"
TNFa 4555 + 48,40 1834,0+ 36,1** 714,3+27,9 579.5+76,35
MCP-1 95,97 +10,18 | 289,3 + 36,87 119,7+24,69 99.78+4,.80"
Gordura TNFa 1541,0+191,6 | 15150+324 | 1019,0+30,2 | 14985+ 845
periaortica
MCP-1 58,30 + 8,112 48,81 + 7,188 43,25 + 8,258 56,08 + 11,39
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Discusséao

Nesse trabalho estudamos as alteragdes vasculares em um modelo de
obesidade que ndo apresentava doencas associadas como hipertenséo arterial
e diabetes. Observamos que a aorta e a artéria mesentérica dos animais obesos
apresentaram alteracdes vasculares diferentes: 1) reducao da resposta contratil
a fenilefrina na aorta sem alteracdes de relaxamento; 2) aumento da resposta
contratil & fenilefrina e reducdo do relaxamento a acetilcolina na artéria
mesentérica. Os mecanismos envolvidos nas alteracdes funcionais tanto da
aorta como da artéria mesentérica dos animais obesos estdo relacionados a
ativacao da via TNFa /iNOS, provavelmente através do receptor R1 do TNFa e
do fator de transcricdo génica NFkB. O treinamento fisico de longa duracéo
induziu alteracdes benéficas aos animais como a redugcdo do “status” pro-
inflamatério que foi suficiente para atenuar a ativacdo da via do

TNFa/iNOS/COX-2 e prevenir as alteragdes funcionais da artéria mesentérica.

Diversos trabalhos mostram varios aspectos importantes no
desenvolvimento da obesidade. Eles destacam o crescimento exagerado do
tecido adiposo branco visceral como um importante fator de risco para o
desenvolvimento da hipertensdo e da resisténcia a insulina. Esse crescimento
do tecido adiposo branco resulta em uma disfuncdo dos adipécitos,
caracterizada por uma mudanca no perfil secretério dessas células, com o
aumento da secrecao de leptina e de citocinas pro-inflamatérias, como o TNFa.
Essa disfuncéo pode acarretar também o aumento da liberac&o de acidos graxos

saturados e o recrutamento de macrofagos para o tecido adiposo [85, 93].

Nos animais obesos sedentarios (grupo SD) do nosso trabalho,
observamos alteracdes semelhantes as discutidas acima como, por exemplo, 0
expressivo aumento dos tecidos adiposos viscerais (mesentérico, epididimal e
retroperitoneal) em consequéncia da maior ingestao caldrica (tabela 3). O tecido
adiposo branco visceral dos obesos apresentou aspectos de um tecido
disfuncional, com maior producéo de leptina, que foi detectada pelo aumento da
concentracéo sérica desse horménio. Além disso, o tecido adiposo dos animais

obesos mostrou um perfil pro-inflamatério de secrecdo de citocinas, com
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aumento da producdo de TNFa e de MCP-1 (tabela 6). O aumento da producéo
de MCP-1 facilitaria o recrutamento de mondcitos da corrente sanguinea para o
tecido adiposo e a sua diferenciacdo para macrofagos [7]. O aumento do numero
de macréfagos no tecido adiposo poderia exacerbar o processo inflamatoério
local, estimulando uma maior producdo de TNFa e a instalagdo de um ciclo
vicioso, 0 que acentuaria o processo inflamatério e a disfuncdo do tecido. O
TNFa pode ativar os adipdécitos vizinhos, os macrofagos ou cair na corrente
sanguinea e agir em tecidos mais distantes. Verificamos, nos nossos animais
obesos, um aumento da concentragado sanguinea de TNFa, sugerindo um estado
inflamatdrio sistémico que poderia desencadear um processo inflamatorio em
outros tecidos. O TNFa pode alterar a fungao de outros tecidos ao se ligar a seu
receptor de membrana e ativar, entre outros mecanismos, a via dos fatores de
transcricdo NFkB e AP-1, estimulando a expressdo de outras proteinas pro-
inflamatdrias como, por exemplo, iINOS, COX e proteinas de adesédo, bem como
a sua prépria sintese [122]. A expressao dessas proteinas resultaria também no

aumento da producao de NO encontrado no presente trabalho.

Além disso, o tecido adiposo mesentérico dos animais obesos mostrou
uma reducdo na concentracdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, que
contra regula os efeitos do TNFa [123]. Essa reducdo pode contribuir para o
processo inflamatério e para o aumento da producdo de TNFa observados no

tecido adiposo dos animais obesos.

Outra citocina envolvida em processos inflamatérios e também produzida
pelo tecido adiposo é a IL-6. Elevados niveis circulantes de IL-6 sé&o
considerados um fator de risco para diabetes, mesmo na auséncia de obesidade,
pois essa citocina é capaz de inibir a sinalizacédo intracelular da insulina [92, 124].
Sabe-se também que camundongos que ndo expressam IL-6 tornam-se obesos
e apresentam alteracdes no comportamento alimentar, no gasto energético e na
termogénese [93, 125]. No entanto, o papel da IL-6 na obesidade nao esta
completamente compreendido. Em relagéo a IL-6 nos animais obesos deste
trabalho, somente o tecido adiposo retroperitoneal apresentou uma producéo
maior dessa citocina. Esse aumento nao refletiu na concentracdo sérica de IL-6,

a qual, pelo contrario, mostrou-se reduzida quando comparada com o grupo SC.
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Esse resultado sugere uma diferenca no grau inflamatério dos diferentes tecidos
adiposos analisados, sendo o tecido adiposo retroperitoneal mais afetado, visto
que observamos nesse tecido o aumento da produ¢ao de TNFa, MCP-1 e IL-6.
Esses resultados também sugerem que a IL-6 ndo esta envolvida nas alteracdes

vasculares encontradas no presente trabalho.

O tecido adiposo branco apresenta algumas diferencas morfologicas e
funcionais quando comparado ao tecido adiposo marrom. O tecido adiposo
branco € um importante estoque energético na forma de triglicerideos, responde
a insulina para captacao de glicose e produz fatores paracrinos e endocrinos que
irdo modular varias funcées do organismo. Por outro lado, o tecido adiposo
marrom, em menor propor¢éo, produz fatores enddcrinos, mas é principalmente
caracterizado pelo seu alto conteddo de mitocondrias e por expressar grandes
guantidades da proteina desacopladora do tipo 1 (UCP-1). Essas caracteristicas
fazem com que o tecido adiposo marrom contribua com o gasto energético, pois
a elevada expressdo de UCP-1 desacopla o fluxo de elétrons na cadeia
transportadora de elétrons da mitocondria, resultando na transformacdo de
grande parte da energia obtida da alimentacdo em calor. Esse mecanismo
também caracteriza o papel do tecido adiposo marrom na termogénese
adaptativa e na termogénese sem tremor em resposta ao frio e a estimulacao
adrenérgica [126]. Margareto e colaboradores mostraram que a obesidade
induzida por dieta estimula a termogénese no tecido adiposo marrom por
aumentar a expressao de UCP [127], e 0 aumento da massa desse tecido na
obesidade pode ser uma tentativa do organismo de conter o ganho de peso
[107]. No nosso trabalho, verificamos resultado semelhante ao de Margareto e
colaboradores. A massa de tecido adiposo marrom escapular foi maior nos
animais obesos sedentarios. Esse resultado sugere que o tratamento com a dieta
hiperglicidica estimulou alteragbes estruturais nesse tecido, que levaram ao

aumento da sua massa (tabela 3).

Avaliamos também o tecido adiposo perivascular da aorta toracica (PVAT)
dos animais. Esse tecido apresenta adipdcitos brancos e marrons e pode
participar da modulacdo da resposta vascular e do controle da termogénese.

Observamos que o PVAT do grupo SD também estava aumentado. Chatterjee e
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colaboradores mostraram que a obesidade induzida por dieta enriquecida com
gordura levou a disfuncdo do tecido adiposo perivascular, com reducdo da
producdo de adiponectina e aumento de citocinas pro-inflamatoérias, como IL-6,
MCP-1 e IL-8 [128]. No entanto, ndo encontramos diferenca na producdo de
MCP-1 e TNFa no PVAT dos animais obesos do nosso trabalho. E importante
mencionar que a figura 28 mostra claramente a diferenciacdo de células do
tecido branco em células do tecido marrom no PVAT adrtico. Isto pode explicar
o fato deste tecido ndo produzir citocinas pro-inflamatorias no nosso trabalho. As
diferencas encontradas entre nossos dados e aqueles encontrados por
Chatterjee e colaboradores [125], pode estar relacionada as diferentes dietas
indutoras de obesidade utilizadas nos dois trabalhos, ou ao tempo de tratamento

para induzir o ganho de peso.

A presenca de um estado pro-inflamatdrio nos animais obesos e uma
maior concentracdo circulante de insulina (tabela 4) sugerem uma possivel
alteracdo do metabolismo de acucares e lipidios. Citocinas proé-inflamatérias,
como o TNFa, podem interferir na via de sinalizagédo da insulina, inibindo varios
pontos cruciais. Jiang e colaboradores mostraram que o TNFa diminuia a
sensibilidade a insulina por induzir a fosforilacdo do substrato do receptor de
insulina (IRS-1) no residuo de serina 307, inibindo a transducg&o do sinal desse
horménio em células endoteliais da retina de animais de um modelo de
retinopatia. Eles verificaram também que o tratamento com etanercept, um
antagonista dos receptores de TNFa, melhorava a sensibilidade a insulina
dessas células [129]. No entanto, ndo encontramos alteracdo nos testes de
intolerancia a glicose (figura 6) e de sensibilidade a insulina (figura 7) entre os
animais controle (grupo SC) e os animais obesos. Esses resultados sugerem
gue, mesmo com um aumento no aporte de carboidratos e lipidios, o aumento
na concentragdo de insulina desses animais foi capaz de manter a glicemia em

niveis normais.

Outro efeito deletério da obesidade € o acumulo de gordura em outros
tecidos, como o figado, pancreas e musculo esquelético, o que levaria ao
desenvolvimento de disfuncdo nesses tecidos, em consequéncia da

lipotoxicidade ou, até mesmo, ativacdo das vias de morte celular, lipoapoptose
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[93, 130]. Diferentemente de outros modelos de obesidade induzida por dieta
[131], no modelo de obesidade caracterizado neste trabalho, os animais obesos
nao apresentaram acumulo de lipideos hepaticos e ndo houve diferenca na
concentracdo de acidos graxos livres e triglicérides, sugerindo que o tratamento
por dois meses com a dieta hiperglicidica induziu obesidade nos animais sem
provocar severas modificacdes no metabolismo de lipidios e acucares.

Nesse sentido, alguns trabalhos tém mostrado que o tipo de nutriente
utilizado para aumentar o valor calérico da racdo pode induzir diferentes
alteracdes metabdlicas nos animais [132, 133]. Dietas enriquecidas com gordura
sdo capazes de induzir alteracbes mais severas em um tempo menor de
tratamento do que dietas enriquecidas com acucar. Tillman e colaboradores
relataram que 12 semanas de tratamento com dieta enriquecida com frutose n&o
induziu ganho de peso e alteragcdes nas concentracdes séricas de glicose,
triglicérides e acidos graxos de camundongos C57 [134]. No entanto, o
tratamento de camundongos C57 com dieta enriquecida com gordura por 15
semanas foi capaz de induzir ganho de peso corporal, aumentar a concentracéo

sérica de colesterol e diminuir a tolerancia a glicose dos animais [134-136].

Os animais obesos desse trabalho, como ja mencionado, foram
alimentados com uma dieta enriquecida com leite condensado e acucar que,
predominantemente, apresenta um aumento de carboidratos simples na sua
composigcdo. Apesar desses animais ndo apresentarem alteragbes na
concentracédo sérica de glicose, triglicérides e acidos graxos, eles mostraram um
aumento na concentracdo de colesterol total, principalmente da fracdo LDL do
colesterol, o que resultou no aumento da razdo cLDL/cHDL (tabela 4). A
hipercolesterolemia é um importante fator de risco para o desenvolvimento de
aterosclerose, e o aumento dos niveis de LDL circulantes pode levar ao acumulo
de colesterol na parede arterial com inducdo de uma resposta inflamatéria local
e sistémica [137]. No entanto, ndo identificamos alteracdo estrutural da parede
da aorta (figura 27) e nao foi observada formacdo de placas arterioscleroticas
nas analises histologicas realizadas da aorta toracica dos animais obesos (figura
28). Porém, ndo foram realizados experimentos especificos, como cortes

seriados do arco aodrtico ou marcagdo de constituintes da placa, que nos
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permitissem afirmar, com certeza, que os animais obesos ndo desenvolveram

ateromas.

Um protocolo de treinamento fisico de intensidade moderada € capaz de
induzir adaptacfes cardiorrespiratérias benéficas ao organismo [138], como a
diminuicao da frequéncia cardiaca de repouso, a melhora na funcéo vascular, o
aumento na sensibilidade a insulina e a diminuicdo do estresse oxidativo [139].
No entanto, esses beneficios variam conforme a intensidade e a duragédo do
protocolo de treinamento utilizado [138-141]. Os animais dos grupos treinados
desse trabalho tiveram um maior desempenho fisico quando comparados aos
grupos sedentarios. Essa melhora de desempenho foi observada pela maior
capacidade dos animais treinados de produzir trabalho durante o teste de esforgo
maximo, figura 8. Os animais treinados também apresentaram uma maior
capacidade aerobica (figura 9B), ou seja, ambos o0s animais dos grupos EC e ED
consumiram uma menor quantidade de oxigénio para realizar uma mesma carga
de trabalho, quando comparados aos animais do grupo sedentarios. Essa
diferenca pode ser observada pela maior eficiéncia mecanica dos animais
treinados (figura 10). O treinamento fisico também reduziu o consumo de O:2
basal, sugerindo uma maior eficiéncia energética basal nesses animais. E
importante destacar que a dieta ndo reduziu o desempenho dos animais
treinados, grupos ED, e também néo reduziu o desempenho dos animais

sedentarios, grupo SD.

Semelhante a outros trabalhos [106, 113, 142], o treinamento fisico
reduziu o ganho de peso e o aumento do tecido adiposo nos animais obesos.
Encontramos uma reducdo de 19,8% do tecido adiposo epididimal, 23,2% do
mesenteérico, 27,7%do retroperitoneal e de 15,6% do tecido adiposo marrom,
quando comparados aos animais do grupo SD. Essa reducao esta relacionada
a menor ingestao caldrica desses animais, bem como, ao maior gasto energético
devido a treinamento fisico. O treinamento fisico também melhorou o
metabolismo de lipidios e carboidratos, o que foi demonstrado pela normalizacao
das concentragbes seéricas de colesterol, de cLDL, de insulina e leptina nos

animais do grupo ED.
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A préatica de exercicio fisico regular pode aumentar a sensibilidade a
insulina por diversas acoes, tais como: diminuigdo da produc¢édo de citocinas pro-
inflamatorias e modificagcdo de vias de sinalizacdo intracelular, como a via
PISK/AKT no adipdcito e no musculo esquelético [106]. Os animais do grupo EC
apresentaram uma melhor resposta no teste de sensibilidade a insulina, quando
comparados aos outros grupos, figura 7. Essa maior sensibilidade a insulina do
grupo EC pode estar relacionada a menor ativagdo da via do NFkB do tecido
adiposo. A ativagao da via do NFkB, por citocinas como o TNFa, pode induzir a
resisténcia a insulina devido a modificacdo na expressao de proteinas da via de
sinalizacao desse hormonio, como o receptor da insulina, o substrato do receptor
de insulina do tipo 1 (IRS-1) e o transportador de glicose do tipo 4 (GLUT-4)
[122]. Portanto, a inibicdo do NFkB pode melhorar a sensibilidade a insulina
[143]. Nos depdsitos de gordura mesentérico, epididimal e retroperitoneal dos
animais EC, observamos um aumento da producdo de IL-10, uma citocina
antiinflamatdria importante, capaz de inibir as agdes do TNFa, por inibir a via do
NFkB [144]. Nos animais ED, a producéo de IL-10 esta diminuida nos depdsitos
de gordura mesentérico e epididimal. Assim, essa diferenca de producéo de IL-

10 explicaria a maior sensibilidade & insulina encontrada nos animais EC.

A capacidade do treinamento fisico de modular a producéo de citocinas é
bem aceita na literatura. No entanto, quais citocinas o treinamento fisico é capaz
de estimular a producdo ou quais ele é capaz de inibir, ainda € motivo de
controveérsias. Esse efeito do treinamento sob o estado inflamatério do
organismo pode variar conforme o tecido analisado, a doenca pré-existente e 0
modo, a intensidade e a duracéo do protocolo de treinamento escolhido. Baynard
e colaboradores nao encontraram diferenca na transcricdo do mRNA de TNFa,
MCP-1 e leptina no tecido adiposo de camundongos treinados por seis semanas
alimentados com dieta controle ou com dieta enriquecida com gordura [136]. Por
outro lado, Linden e colegas verificaram que oito semanas de treinamento fisico
também nao foram capazes de normalizar os elevados niveis de expressao
génica do TNFa e IL-6 dos animais tratados com dieta hiperlipidica. Porém, 12
semanas de treinamento reduziram significativamente a expressao génica de
TNFa desses animais [141]. No nosso trabalho, utilizamos um protocolo de

treinamento de oito semanas, na intensidade maxima de 60% da velocidade
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méaxima obtida no teste de esfor¢co. Verificamos que esse protocolo de
treinamento, por si s6, aumentou a producdo de IL-10 nos tecidos adiposos
mesentérico, epididimal e retroperitoneal, e também aumentou a producéo de IL-
6 no tecido adiposo epididimal. Observamos também que o treinamento fisico foi
capaz de reduzir a producédo de citocinas pré-inflamatorias (TNFa, IL-6 e MCP-
1) nos animais alimentados com dieta hiperglicidica (tabela 6). Como ja
mencionado, essas diferencas podem ser explicadas pelo protocolo de
treinamento utilizado, visto que os dois trabalhos citados utilizaram uma
intensidade maior, entre 70-75% do VO2 max. Além disso, o treinamento fisico
pode modular diferentemente a producédo de citocinas pelos tecidos, como
também foi observado no nosso trabalho, quando ndo encontramos mudancga na
producao de TNFa e MCP-1 no tecido adiposo perivascular da aorta entre os

grupos experimentais.

O processo pro-inflamatorio tecidual dos animais obesos refletiu em um
processo inflamatério sistémico, com aumento das concentragdes circulantes de
TNFa, podendo induzir modificagbes em outros tecidos, como as alteracdes
funcionais encontradas na aorta dos animais obesos. Na artéria mesentérica dos
animais obesos é muito provavel que as alteracdes encontradas sejam
decorrentes da inflamagé&o sistémica somada a inflamacéo local que ocorre no

tecido adiposo mesentérico.

Comumente, individuos obesos e modelos experimentais de obesidade
apresentam outras doencas associadas, como a hipertensdo, o diabetes e a
aterosclerose [1, 3, 9, 44, 145]. A disfuncdo endotelial ocorre, devido a um
desequilibrio na producdo de fatores contrateis e relaxantes derivados do
endotélio, o que resulta no aumento da resposta constritora e na diminuicdo da
resposta vasodilatadora. No modelo em estudo, temos animais obesos
normotensos e que nao apresentam alteracdo na glicemia e na sensibilidade a
insulina. Neste modelo podemos estudar as alteracGes vasculares provocadas
pela obesidade, sem a interferéncia daquelas provocadas pelas doencas
associadas. Os nossos dados mostram que existem alteracdes vasculares claras
e distintas na artéria mesentérica e aorta dos animais obesos. Na aorta, ndo

existe disfuncdo endotelial o que pode ser constatado pela falta de diminuicdo
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da resposta vasodilatadora a acetilcolina e também por ndo haver reducéo da
expressdo da eNOS, figura 11 e 21. Além disso, a contratilidade esta diminuida.

O tecido adiposo perivascular (PVAT) pode modular a resposta vascular
pela liberagéo de fatores anti-contrateis. No entanto, na obesidade pode ocorrer
a disfuncdo do PVAT, com mudanca do perfil de secrecdo dos adipdcitos, e
consequente instalacdo de um estado pro-inflamatorio. Esse estado alterado
resultaria na diminuicdo da acéo anti-contratil do PVAT, acarretando a reducdo
da resposta vasodilatadora da aorta [146]. No entanto, ndo observamos aumento
da producao de TNFa e MCP-1 no PVAT dos animais obesos, sugerindo que no
nosso modelo a funcéo desse tecido ndo esta prejudicada. Também néo existe
correlacdo entre o PVAT as modificacbes de funcéo vascular encontradas na
aorta. Uma possivel explicacdo para esta diferenca seria o fato da falta de
doencas associadas ao nosso modelo. No entanto, os trabalhos que estudam o
efeito do PVAT sobre a fungéo vascular na obesidade ndo abordam plenamente
o perfil de citocinas e caracterizacdo de doencas associadas e estudos
adicionais sao necessarios para esclarecer esta questao.

O treinamento fisico ndo alterou a resposta vasodilatadora da aorta dos
animais. No entanto, a aorta dos animais treinados controle, grupo EC, mostrou
uma maior expressao da eNOS, figura 21. Essa modificacdo nao foi encontrada
nos animais treinados do grupo ED. O aumento da expressao da eNOS ou a
modulacdo de sua atividade s&o adaptacdes bem conhecidas promovidas pelo
treinamento fisico [139]. Calvert e colegas verificaram que o exercicio fisico
regular protege o coracdo dos danos induzidos pelo processo de isquemia e
reperfusédo, por um mecanismo dependente do aumento do NO, via ativacdo da
eNOS no cardiomidcito [147]. Em outro modelo, Araujo e colaboradores
verificaram que o treinamento fisico aumentou a expressao da eNOS no PVAT
de animais treinados, sem alteracdo a resposta vasodilatadora da aorta [148].
Essa divergéncia de resultado sugere que, sem uma alteracdo funcional, a
ativacdo da eNOS pelo exercicio pode ser negligenciada. Assim, mais estudos
Sao0 necessarios para esclarecer os efeitos do treinamento fisico na funcéo

vascular na auséncia de uma condi¢do patoldgica.
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Ao contrario do ocorrido na aorta, 0os animais obesos sedentarios
apresentaram uma reducdo da resposta vasodilatadora a acetilcolina da artéria
mesentérica quando comparados ao grupo controle. Essa disfuncédo endotelial
da artéria mesentérica pode ser consequéncia da ativacdo da via do TNFa pelo
tecido adiposo mesentérico desses animais (Tabela 6 e figura 37). J4 € bem
conhecido que a ativacédo da via do TNFa pode induzir estresse oxidativo e
produzir disfuncdo endotelial [149]. Um resultado interessante foi que o
treinamento fisico reduziu significativamente a ativacdo da via do TNFa e,
consequentemente, a disfuncédo endotelial. (Tabela 6 e figura 36 e 37). Outro
ponto importante € a participagdo da iINOS no mecanismo da disfungéo endotelial
da artéria mesentérica. O silenciamento agudo da iINOS normalizou a resposta
vasodilatadora dos animais obesos (figura 36). Smith e colaboradores
mostraram que o aumento da expressdo da iINOS em pacientes hipertensos
atenuou a resposta vasodilatadora de vasos da pele [150]. A diminuicdo da
resposta foi associada a ativacdo da arginase-1, enzima que degrada a L-
arginina e, portanto, compete com a eNOS pelo substrato, e, consequentemente,
reduz a producéo de NO. Dunn e colegas observaram uma estreita relagdo entre
a INOS e arginase-1. Eles mostraram que a ativacdo da arginase-1 por S-
nitrosacdo € dependente da iINOS [151]. Essa associa¢do entre iINOS/arginase-
1/eNOS pode explicar a restauracdo da funcéo endotelial da artéria mesentérica

dos animais obesos pelo silenciamento agudo da INOS.

Em relacédo a resposta vasoconstritora também encontramos resultados
diferentes quando comparamos a aorta e a artéria mesentérica dos animais

obesos.

A aorta dos animais tratados com a dieta hiperglicidica (grupo SD e ED)
apresentou uma reducao da resposta contratil a fenilefrina, em relacao aos seus
respectivos grupos controle (SC e EC). Essa reducdo foi dependente do
endotélio e revertida pela inibicdo ndo-seletiva da via da NOS. Nos animais do
grupo SD, a hiporresponsividade a fenilefrina foi totalmente dependente da
ativacdo da INOS, pois a inibicdo seletiva e o silenciamento agudo da iNOS
normalizaram a resposta contratil desses animais. Esses resultados sugerem

que a reducdo da resposta contratil da aorta dos animais obesos foi devido ao
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aumento da producdo de NO pela iINOS, que contrapde o efeito contratil da
estimulagdo ai-adrenérgica. Corroborando esta hipdtese, 0S Nn0OSsOS
experimentos confirmaram o aumento da producéo basal de NO. A participacéo
da iINOS na hiporresponsividade da aorta a fenilefrina também foi confirmada
com a delegcao génica dessa isoforma. A aorta dos animais iINOS-alimentados
com a dieta hiperglicidica ndo apresentou reducao da resposta contratil.

A inducgéo da iINOS no nosso modelo de obesidade pode ser um processo
de adaptacédo fisiopatoldégica para acomodar a maior quantidade de sangue
ocasionada pelo aumento do metabolismo e do tecido adiposo gerado pela dieta.
No entanto, € possivel que a progresséo da doenca poderia desencadear uma
disfuncdo vascular aodrtica, pois a continua superproducdo de NO pela INOS
levaria & escassez de substrato e de co-fatores importantes para o bom
funcionamento das NOS constitutivas. Isso resultaria no desacoplamento dessas
isoformas, no aumento da producdo de anion superéxido gerando disfuncéo
endotelial [3, 61, 96, 145, 151].

Os animais obesos também apresentaram aumento da expressdo do
receptor-1 do TNFa, sugerindo que o aumento da expressao da iNOS, na aorta

desses animais, pode ser resultado da ativagcado da via TNFa e do seu receptor.

Nos animais treinados tratados com a dieta hiperglicidica (ED), o
treinamento fisico ndo alterou a menor resposta vasoconstritora a fenilefrina da
aorta. Os mecanismos envolvidos nessa hiporresponsividade do grupo ED
parecem diferir dos mecanismos envolvidos na alteragdo apresentada pelo
grupo SD. Os nossos resultados mostram que a iINOS participa nessa alteragéo,
pois a inibicdo seletiva dela aumentou a resposta contratil no grupo ED, e a aorta
desses animais também mostrou um aumento da expressdo da iNOS e do
receptor-1 do TNFa. No entanto, a participacdo da iINOS foi menor do que a
observada nos animais obesos sedentarios, pois a inibicdo da iINOS néao
normalizou a resposta contratil dos animais ED. A eNOS parece ter um papel
importante nessa menor resposta vasoconstritora, visto que a inibicdo seletiva
dessa isoforma também aumentou a resposta contratil da aorta dos animais do
grupo ED. Esses resultados estdo em conformidade com trabalhos da literatura

gue relatam que o treinamento fisico regular é capaz de modular a expresséao de
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proteinas importantes na fungéo vascular, como a eNOS, e reduzir processos
inflamatdrios como, por exemplo, a diminui¢cdo da concentragao sérica de TNFa
[102, 138, 141]. Os nossos resultados corroboram estes dados, uma vez que o
grupo treinado mostrou uma atenuacéao do status inflamatério com diminuicéo do
TNFa, do seu receptor e da expressao da iINOS. Portanto, 0s nossos resultados
mostram que o exercicio fisico regular aumenta a funcionalidade da eNOS,
contribuindo no grupo ED, para a diminuicdo de contratilidade da aorta. Estes
dados sugerem uma adaptacdo fisiologica para suprir a maior demanda de
sangue exigida pelo exercicio. Também, e mais importante, o exercicio fisico
regular, diminuindo a INOS e aumentando a participacao da eNOS pode proteger
0 sistema vascular contra os danos que gerariam a disfuncdo endotelial com a

progressao da obesidade.

A artéria mesentérica dos animais obesos sedentéarios, por outro lado,
apresentou uma maior resposta contratil a fenilefrina. Como essa artéria € um
exemplo de vaso de resisténcia, ela exerce um papel importante no controle da
pressao arterial, e o0 aumento da resposta contratil nesse tipo de vaso pode
predispor os animais ao desenvolvimento de hipertensdo [84, 152, 153]. A
disfuncéo contratil encontrada no grupo SD néo foi dependente do endotélio e
também ndo foi normalizada pela inibicdo farmacoldgica das NOS. Ela esta
relacionada, provavelmente, ao estado inflamatorio do tecido adiposo
mesentérico adjacente e ao estado inflamatério sistémico de baixo grau,
observado nesses animais. Os nossos resultados sugerem que o estado pro-
inflamatorio, observado nos animais obesos, resultou na ativacdo da via da
ciclooxigenase, principalmente, na inducdo da COX-2 e na sintese de fatores
contrateis, como o tromboxano A2, o que poderia explicar o aumento da resposta
contratil observada nesses animais. Sabe-se que a via do TNFa pode induzir a
expressdo de proteinas como a COX-2 e a iNOS, através da ativacao do fator
de transcricdo génica NFkB [154]. Neste trabalho, verificamos uma estreita
relacdo da via da COX-2 e da INOS, uma vez que o silenciamento agudo da
INOS normalizou a resposta contratil dos animais tratados com a dieta. Esse
resultado sugere um “crosstalk” entre a via da COX-2 e da iNOS no aumento de
contracao da artéria mesentérica na obesidade. Dados da literatura suportam a
nossa hipétese. Pérez-Sala e Lamas S, mostraram que o NO derivado da iNOS
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€ um importante regulador da atividade e expressdo da COX-2 e que
prostanoides derivados da COX-2 podem também influenciar a expressao da
iINOS [155]. E importante aqui relembrar que a inibicdo da NOS com L-NAME
nao modificou a resposta contratil na artéria mesentérica. Isto sugere que o
silenciamento da iINOS provoca alteragcdes mais a longo prazo como inibigéo da
expressdo da COX-2 [155]. Verificamos também que, na artéria mesentérica dos
animais obesos, a subunidade p65 do NFKB estava mais expressa, juntamente

com a COX-2 e o receptor-1 do TNFa.

Em relacdo a influéncia do treinamento na funcédo vascular da artéria
mesentérica, observamos que o treinamento fisico utilizado foi capaz de prevenir
a sua disfuncdo, induzida pela dieta hiperglicidica. Esse resultado pode estar
relacionado a resolucao do estado inflamatério desses animais, visto que o
exercicio normalizou os niveis de TNFa circulantes e reduziu a producéo dessa
citocina no tecido adiposo mesentérico. Além disso, o treinamento fisico
normalizou a expressao proteica da COX-2, do NFkB e do receptor-1 do TNFa,
corroborando a hipotese de que a ativagao da via do TNFa é fundamental para
as alteracdes vasculares encontradas na artéria mesentérica dos animais

obesos sedentarios.
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Conclusao

O modelo de obesidade desenvolvido nesse trabalho possibilitou o
estudo das alteracBes vasculares induzidas pelo acumulo de tecido adiposo,
sem a interferéncia de outras condi¢cdes patologicas associadas, como
resisténcia a insulina e hipertensao, que também interferem na fungéo vascular.
Podemos concluir, com os resultados obtidos nesse trabalho, que o acumulo
excessivo de tecido adiposo foi acompanhado por um processo inflamatoério que
alterou diferentemente os depdsitos de gordura analisados, sendo que o tecido
adiposo perivascular da aorta foi 0 menos susceptivel a alteracdo do perfil de
secrecéao de citocinas.

A alteracdo da funcdo vascular, tanto da aorta quanto da artéria
mesentérica, relacionou-se as modificacbes induzidas pelas citocinas pré-
inflamatorias advindas do tecido adiposo adjacente e da corrente sanguinea.
Essas citocinas levaram a ativagao da via do TNFa/receptor-1 do TNFa/NFkB,
com consequente expressao dos genes alvos dessa via, como a iNOS e a COX-
2. No entanto, o tipo de alteracdo provocada é diferente dependendo do vaso
estudado. Na aorta, a ativacdo desta via levou ao aumento da expresséo da
INOS, da producdo de NO e consequente diminuicdo de contracdo. Na artéria
mesentérica, a ativacdo da via TNFa/NFkB levou ao aumento da expressao da
COX-2, ativando a via do receptor TP que induz aumento de contracdo. Na aorta,
nao existe disfuncdo endotelial nos animais obesos, enquanto que na artéria

mesentérica existe diminui¢do da resposta relaxante induzida pela acetilcolina.

O treinamento fisico foi capaz de prevenir a instalacdo da disfuncao
contratii e endotelial na artéria mesentérica e de melhorar parametros
metabdlicos, provavelmente, por diminuir o estado pro-inflamatério encontrado
nos animais obesos. Portanto, o exercicio fisico regular, pode proteger o sistema

vascular contra os danos gerados pela obesidade.
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