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RESUMO

A obesidade resulta da interacdo entre varios fatores genéticos e ambientais, sendo
freqlentemente associada com distirbios metabdlicos e alteracbes vasculares.
Atualmente, o tecido adiposo € reconhecido como érgéo endécrino, devido a producdo
de muitas substancias biologicamente ativas, como as adipocinas e citocinas. A
sintese de adipocinas vasoativas, pode ser a base das alteracfes de funcdo vascular
na obesidade. A leptina é uma adipocina que entre outros efeitos exerce influéncias
sobre o sistema cardiovascular. Ela é capaz de modular o tdnus vascular, aumentando
a expressao e atividade da eNOS em alguns leitos. O objetivo deste estudo foi
investigar as alteragbes vasculares em um modelo de obesidade induzida por uma
dieta palatavel (constiutida por 33% de racéo controle, 33% de leite condensado, 27%
agua e 7% acucar) e o papel da leptina nessas alteragdes.

Ratos (4 semanas de vida) alimentados com a dieta palatavel (por 5 semanas) (D)
comparados aos animais controle (C) apresentaram um maior ganho de peso corporal
(C=193.4 £+ 9.6; D=247.5 + 10.5 g; p<0,001) e acumulo de gordura retroperitoneal
(C=0.9 + 0.1; D=1.9 + 0.13 g/100g; p<0,0001) e epididimal (C=0.82 + 0.06; D=1.56 +
0.10 g/100g p <0,0001). Esses resultados monstram que a dieta enriquecida com leite
condensado foi eficaz em induzir obesidade nos animais tratados, dados esses
suportados pelo calculo de eficiéncia alimentar e pelo indice de Lee, que foram
significativamente maiores nos animais obesos, sugerindo que a dieta favoreceu o

estoque de nutrientes.

Os animais obesos mostraram uma melhor resposta vasorelaxante a acetilcolina
(p<0,05). Além disso, apresentaram uma menor resposta contractil a fenilefrina
(p<0,001). Essa hiporeatividade foi revertida pela remoc¢édo do endotélio, pela inibicao
nado-seletiva da 6xido nitrico sintase (NOS) com L-NAME (300 uM), e pela inibicdo
seletiva da eNOS com L-NNA (1 pM), mas ndo foi alterada pela inibicdo da iINOS com
1400w (5uM). A producdo de NO basal e estimulada com acetilcolina foi
significativamente maior nos animais obesos (p<0,05). Os experimentos de Western
blot mostraram niveis aumentados de expressdo da eNOS, mas nao da iNOS. As
concentracdes plasmaticas de leptina estavam aumentadas nos animais obesos
(C=1,15 + 0,02; D=1,99 £ 0,23 ng/ml p<0,01). Semelhantes aos animais tratados com
a dieta, anéis de aorta de animais controles, pré-incubados com leptina 1uM por seis
horas, mostraram uma contracdo reduzida em resposta a fenilefrina (p<0,01) e uma
maior resposta vasodilatadora & ACh (p<0,05). A leptina também induziu um aumento

da producéo do NO que foi abolido pela inibicdo da eNOS com L-NNA (1 uM).
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O conjunto dos nossos dados mostra a existéncia de uma alteragdo vascular nos
animais obesos caracterizada, principalmente, por uma diminuicdo da resposta
contrétil. Esta diminuicdo de contratilidade é, provavelmente, consequéncia de uma
producdo de NO maior, devido a um aumento da expresséo de eNOS, estimulada pelo
aumento nos niveis de leptina nos animais obesos, visto que o tratamento com a
leptina mimetizou os efeitos da dieta.

Palavras chaves: alteracdo vascular, obesidade, leptina, eNOS
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ABSTRACT

Obesity results from the interaction among several genetic and environmental factors,
and is frequently associated with metabolic disorders and vascular changes. Currently,
adipose tissue is known as an endocrine organ, due to the production of several
biologically active substances, such as adipokines and cytokines. Synthesis of
vasoactive adipokines may be the base of changes in vascular function regarding
obesity. Leptin is an adipokine which, among other things, influences the
cardiovascular system. It is able to modulate the vascular tonus, increasing the
expression and activity of eNOS (endothelial nitric oxide synthase) in some vascular
beds. The purpose of this study was to investigate vascular changes in a model of
obesity induced by a palatable diet and the role of leptin in these changes.

Rats (4 weeks of age) fed with the diet (D) (to 5 weeks) compared with control animals
(C) presented a greater body weight gain (C= 193.4 £ 9.6; D=247.5 £+ 10.5 g; p<0.001)
and retroperitoneal (C=0.9 £ 0.1; D=1.9 + 0.13 g/100g; p<0,0001) and epididymal fat
accumulations (C=0.82 + 0.06; D=1.56 = 0.10 g/100g p <0,0001). These results have
shown that a diet enriched with condensed milk was able to induce obesity in the
treated animals. These data are supported by the calculus of alimentary effectiveness
and Lee index, which were significantly higher in obese animals, suggesting that the
diet favored nutrient stock.

Obese animals have shown a better vasorelaxant response to acetylcholine (ACh)
(p<0.05). In addition, they presented a lower contractile response to phenylephrine
(p<0.001). This hyporeactivity was reverted by removing the endothelium and by non-
selectively inhibiting nitric oxide synthase (NOS) with L-NAME (300 pM), and by
selectively inhibiting eNOS with L-NNA (1 pM), but was not changed by inhibiting
inducible nitric oxide synthase (iNOS) with 1400w (5uM). Basal nitric oxide (NO)
production and stimulated by acetylcholine was significantly larger in obese animals
(p<0.05). Western blot experiments have shown increased levels of eNOS expression,
but not INOS. Plasma concentrations of leptin were increased in obese animals
(C=1.15 £ 0.02; D=1.99 #+ 0.23 ng/ml p<0.01). Aortic rings from control animals, pre-
incubated with leptin 1uM for six hours, have shown a reduced contraction in response
to phenylephrine (p<0.01) and a higher vasodilator response to ACh (p<0.05), similar
to obese animals. Leptin has also induced an increased NO production which was
abolished by eNOS inhibition with L-NNA (1 pM).

Taken together, our data suggest that there is a vascular change in obese animals

characterized, mainly, by a reduction in the contractile response. This reduction in
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contractile response is probably a consequence of a larger NO production, due to an
increase in the eNOS expression, stimulated by the increased leptin levels in obese
animals, because treatment with leptin mimicked the effects of diet.

Keywords: vascular alteration, obesity, leptin, eNOS
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Introducao

Obesidade

O aumento da prevaléncia do sobrepeso e da obesidade no mundo preocupa
0s varios orgaos de saude publica e justifica inUmeros projetos de pesquisas que
visam a elaboracdo de tratamentos para a perda de peso e para as complicacdes
advindas da obesidade como, resisténcia a insulina, doencas cardiovasculares como
infarto, hipertensao e aterosclerose, além de certos tipos de canceres (Organizacao
Mundial da Saude, 2011; Rasouli et al., 2007; Rosmond , 2004).

Atualmente, muitos paises como Brasil, Canada e Franca, lidam com uma
porcentagem de individuos com sobrepeso maior que 40%. Outros paises, como EUA
e Alemanha ja possuem mais de 65% de sua populacdo nessa classificacdo (WHO,
2011). Essa realidade social reflete no cenario politico-econémico, sobrecarregando os
sistemas de saude diretamente (como os cuidados preventivos, consultas médicas,
medicamentos, internagdo hospitalares, exames e cirurgias) e indiretamente, como a

auséncia no trabalho, tempo de lazer perdido, morbidades e mortalidade (Melo, 2011).

Nesse contexto, varios trabalhos tiveram como objetivo levantar os gastos que
a obesidade poderia ocasionar aos cofres publicos e, de certa forma, dar mais suporte
a necessidade de evitar ou trata-la. Tsai et al. (2011), em uma metandlise de bancos
de dados de pesquisa, baseado em mais de 900 trabalhos até 2009, relatou que nos
EUA, gasta-se com cuidados médicos direto entorno de 266 dodlares a mais com
individuos com sobrepeso, 1.723 ddlares com obesos e aproximadamente 3.000
dolares com individuos obesos morbidos. No Brasil, esses numeros sao bem
parecidos, e estima-se que 3,02% e 5,83% dos custos hospitalares do Sistema Unico
de Saude em 2001 (para homens e mulheres, respectivamente) estdo relacionados ao

sobrepeso e a obesidade (Sichieri et al., 2007).

No Ultimo levantamento do IBGE, a situacdo no Brasil se tornou mais
alarmante. O censo 2010 demonstrou que o numero de homens com sobrepeso,
acima de 20 anos, ja € maior do que 50%, ou seja, quase o dobro do valor de 20 anos
atras (29,9% da populacdo masculina). O aumento para as mulheres foi menor, mas
ndo menos preocupante, sendo de 41,4% da populacédo feminina em 1989, passando
para 48% em 2008-2009 (Censo IBGE 2010).

Esses nimeros ndo sdo apenas para populacdo adulta. A obesidade infantil é
outro item importante nesse censo e para os profissionais da salde. O sobrepeso ja
atinge uma a cada trés criancas e pode levar ao desenvolvimento precoce de varias

doencgas relacionadas a obesidade. Além disso, alguns trabalhos apontam que uma
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crianca obesa tem maiores chances de se tornar um adulto obeso. Outros trabalhos
acreditam que o sobrepeso na infancia e adolescéncia é um poderoso preditor de
efeitos adversos a salude na vida adulta, independentemente do peso na idade adulta
(WHO, 2011; Lloyd et al., 2010).

Assim, sendo um quadro fisiopatolégico de grande impacto tanto para saude
gquanto para economia de uma populacdo, a obesidade ndo pode ser negligenciada e
0S mecanismos e alteragbes que predispdem ou resultam desse quadro devem ser

estudados e analisados, para que o tratamento ou a prevengao sejam mais eficazes.

O sistema cardiovascular

Como ja mencionado, a obesidade se relaciona a varios tipos de doencas
vasculares, sendo a disfunc@o endotelial um dos primeiros estagios. Assim, torna-se

importante um breve relato sobre o sistema cardiovascular e seus constituintes.

O sistema cardiovascular € composto pelo coracdo e por uma extensa rede de
vasos sanguineos (artérias, capilares e veias), (fig.1). Ele é responséavel por diversas
funcbes como o transporte e distribuicdo de nutrientes, remo¢do de metabdlitos e
regulacdo da temperatura corpérea, oxigenagdo. O corac¢do funciona como uma
bomba para impulsionar o sangue, através dos vasos que se ramificam por todo o

corpo (Levy et al., 2004).

As grandes artérias, como a aorta, sdo estruturas predominantemente
elasticas, e suas propriedades visco-elasticas determinam a complacéncia arterial, isto
€, o0 grau de aumento do volume do sistema arterial com o aumento da pressao. Essa
caracteristica permite que o sangue ejetado do ventriculo esquerdo seja acomodado, a
principio, pela distensdo da aorta, que absorve as pulsa¢fes do débito cardiaco,
liberando um fluxo relativamente constante para os tecidos. Quanto maior a
complacéncia do sistema, mais efetivamente as flutuacbes sdo amortecidas, e
menores as oscilacdes da presséo arterial a cada batimento (Levy et. al., 2004; Aird,
2007b).

A avaliacdo experimental da funcionalidade das grandes artérias, conhecidas
como vasos de condutancia, permite estimar a eficiéncia desse leito em realizar
algumas de suas fung¢fes basicas, como a resposta a altera¢des do fluxo sanguineo,

da pés-carga cardiaca e, principalmente, avaliar possiveis alteragdes morfofuncionais
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gue podem relacionar-se com patologias tais como aterosclerose e faléncia cardiaca,
devido, por exemplo, a um aumento da rigidez e espessamento da parede arterial
(Gustafson , 2010).

As pequenas artérias, por outro lado, possuem uma camada muscular mais
expressiva, sendo que nas arteriolas essa camada predomina. Com essa
caracteristica histologica, a partir das pequenas artérias, uma resisténcia moderada ao
fluxo sanguineo é oferecida chegando ao seu nivel maximo nas arteriolas. Por essa
razdo, a queda de pressao é maior nos segmentos terminais das pequenas artérias e
arteriolas (Levy et al., 2004; Aird, 2007b). As pequenas artérias e arteriolas, por
fornecerem resisténcia ao fluxo sanguineo, auxiliam na mudanca do padrao do fluxo
sanguineo de pulsétil para continuo. Na hipertensdo, o aumento do ténus vascular
desses leitos, devido a diminuicdo de fatores relaxantes ou hiperpolarizantes
derivados do endotélio ou ao aumento de fatores contracteis, resulta no aumento da
resisténcia vascular periférica, fator determinante da pressao arterial (Aizawa-abe et
al., 2000).

Arteriola

Vélvula
Camada interna
Camada média
Camada externa

Artéria Veia p—

Figura 1. Vasos sanguineos. (A) Esquema representativo da ramificagdo e continuidade dos vasos sanguineos. A
parede dos vasos, com excesséo dos capilares, organiza-se basicamente em trés camadas: a camada interna ou
endotelial (tunica intima), composta por uma camada Unica de células escamosas orientadas longitudinalmente; a
camada média ou muscular (tinica média), formada por células musculares lisas; e a camada externa (tinica
adventicia), que contém fibroblastos e fibras colagenas associadas (B) Fotomicrografia de uma arteriola e uma vénula,
colorag@o com eosina e hematoxilina. Copyright the McGraw-Hill companies.

Cada arteriola d& origem a muitos capilares. Esses consistem de pequenos
tubos com paredes de espessura de uma célula endotelial e sua camada basal. Como
a area total da seccdo transversal do leito capilar € muito grande, a velocidade do fluxo

sanguineo torna-se muito lenta. A associacdo dessas duas caracteristicas — espessura
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da parede e velocidade do fluxo — cria condi¢Bes ideais para as trocas de substancias

entre o sangue e os tecidos.

J& as vénulas e veias sdo responsaveis em fazer o percurso inverso do sangue
para o coracdo. A pressdo nesses vasos decresce progressivamente e a espessura de
suas paredes se modifica, aumentando a capacidade elastica. Para ajudar no retorno
sanglineo ao coracao, as veias apresentam valvulas que evitam o retorno do sangue.
AlteracbBes funcionais nesses leitos estdo relacionadas a retencdo de sangue em
membros inferiores e eventos de trombose, que podem ser agravadas com o0 aumento

do peso corporal do individuo.

A camada endotelial esti presente em todos os tipos de vasos citados, desde
as grandes artérias e veias até aos capilares mais delgados. E uma estrutura
extremamente ativa na producdo de mediadores para manutencdo da integridade
vascular e da homeostase corporal. A disfuncéo vascular e mais especificamente, a
disfuncédo endotelial, é tema de inimeros trabalhos, visto que ela é fator determinante
na génese de varias patologias, como na hipertenséo, aterosclerose e obesidade
(Meyers et al., 2007, Aird, 2007a,b).

O endotélio vascular

O termo endotélio foi criado por um anatomista suico Wilhelm His, em 1865,
para diferenciar o epitélio da camada interna das cavidades do corpo. Mais tarde, a
definicdo foi restringida para incluir somente a camada de células de vasos
sanguineos e linfaticos. Com o advento da microscopia eletrbnica e das técnicas de
cultivo celular, o conhecimento sobre a estrutura e funcdo das células endoteliais

aumentou significativamente (Aird, 2007a).

7

Atualmente, a camada endotelial dos vasos é vista como uma estrutura de
grande importancia para a manutengcdo da homeostasia, exercendo funcdes
anticoagulantes, vasodilatadoras e anti-inflamatérias (Carvalho et al., 2001, Aird,
2007a,b), e ndo apenas agindo como uma barreira entre o sangue e 0s tecidos

adjacentes ou controlando o transporte de substancias entre eles.

Essa diversidade de fungcdes esta relacionada a heterogeneidade estrutural e
bioquimica apresentada pelo endotélio. Por exemplo, em alguns leitos vasculares as
células endoteliais sdo fortemente interligadas umas nas outras e possuem uma

membrana basal continua (endotélio continuo). Um subconjunto desse grupo
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apresenta-se permeado por fenestras, sendo chamado de endotélio fenestrado. Um
terceiro grupo de endotélio, endotélio descontinuo foi caracterizado pela presenca de
fenestra e uma membrana basal pobremente formada ou ausente (Aird, 2007a,b).

Ja em relagdo a caracteristicas bioquimicas, o endotélio expressa diferentes
proteinas e marcadores, dependendo de sua localizagédo (fig.2). Alguns genes séo
preferencialmente expressos em células endoteliais de artérias do que em veias.
Mesmo em um unico leito, por exemplo, nas veias, a proteina B-tubulina de classe Ill é
expressa na valvula venosa, mas ndo na veia propriamente dita. Essa diferenca pode
influenciar na funcéo endotelial e justificar diferentes respostas dessas células em
condi¢cdes adversas, dependendo de sua localizagdo. Além disso, alguns trabalhos

mostram uma plasticidade do endotélio, que é capaz de alterar a producédo de

mediadores quimicos quando estimulado ou em estado patoldgicos (Aird, 2007 a,b).

ARTERY VEIN

* ECs aligned in direction of
undisturbed flow
* Long and narrow cells

* Continuous endo- £
thelium with many
tight junctions

* No valves
* Specific markers
Ephrin B2, DII4, ALK 1,

EPAS-1, Hey1/2, Depp,
NRPI

Aneriole

Capillaries

POST-CAPILLARY

VENULE

* Caveolae in thin areas,
VVOs in thick portions

* Continuous endothelium
* Shorter, wider cells
* Not aligned in

direction of
blood flow

* Possess valves
* Specific markers
EphB4, NRP2,
COUP-TFII

CAPILLARY

* More caveolae compared to
artery and vein (except for
the blood-brain barrier)

* ECs highly adapted to
underlying tissues

* Many phenotypic differences
between different vascular beds

TYPES

CONTINUOUS

Non-fenestrated

Caveolae ‘TE channel

Caveolac  VVO

e.g. muscle: lung: skin;
blood brain barrier

Fenestrated

} TE channel

Caveolae Fenestrae

e.g. kidney glomerulus;
gastrointestinal tract

| DISCONTINUOUS

Caveolae

A -
ot
Gaps

e.g. liver:
marrow sinus

Figura 2. Diferencas fenotipicas em células endoteliais de artérias, veias, vénulas pds-capilares e capilares. Do inglés:
ALK1, activin-receptor-like kinase 1; Depp, decidual protein induced by progesterone; DII4, delta-like 4; EPAS-1,
endotelial PAS domain protein 1; NRP1, neuropilin 1; TE transendothelial; VVOS, vesiculo-vacuolar organelles.
Esquema retirado de Aird, 2007.

Existe, em condi¢bes fisiologicas, um equilibrio na producdo dos
mediadores derivados do endotélio. Dentre estes fatores, os que controlam o ténus
vascular é alvo de muitos estudos, pois sao capazes de induzir vasoconstriccdo
(prostaglandina -PGG.,, endotelina, angiotensina Il) ou vasodilatacdo (prostaglandinas
PGE,, PGI,, 6xido nitrico - NO e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio -

EDHF). Além disso, um desequilibrio desta producdo pode resultar ou ser
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consequéncia de diversas doencas ja citadas, como a hipertensdo e o diabetes,

caracterizando uma disfuncdo endotelial (Carvalho et al., 2001; Triggle et al., 2003).

Regulacédo do tonus vascular

2+]i

Mudancas na concentracao de célcio intracelular [Ca“"]; e o grau de fosforilagéo

das proteinas contracteis sdo os principais mecanismos que regulam o estado
contractil das células do musculo liso vascular. Um aumento ou diminuicdo da [Ca?'];
no musculo liso resulta, respectivamente, em contra¢cao ou relaxamento vascular. Em
estado basal, o musculo liso vascular encontra-se parcialmente contraido (ténus
vasomotor) sob a influéncia de varios tipos de sinais regulatérios, como neural,

endotelial, humoral e miogénico (Akata, 2007a).

Resumidamente, apds um aumento da [Ca®'], devido a mobilizacdo desse fon
dos estoques intracelular ou do influxo do meio extracelular, ele se liga a calmodulina
(CaM), formando um complexo 4Ca®'-CaM, que ativa a quinase da cadeia leve de
miosina (MLCK), resultando na fosforilagdo da cadeia leve da miosina em sitio
especifico, permitindo que essa clive o ATP e libere energia para interacdo miosina-

], ocorre devido

actina, e consequente, contracdo celular (fig.3). O aumento da [Ca
uma despolarizacdo da membrana (por exemplo, acoplamento eletromecénico) ou a
ligagdo de agonista contracteis a receptores especificos da superficie celular (por

exemplo, receptores a-adrenérgicos).

Por outro lado, a diminuicdo da [Ca*];, como resultado da captaco desse ion
para dentro do reticulo sarcoplasmatico ou pela extrusdo para meio extracelular, leva a
dissociagdo do complexo 4Ca*-CaM, e portanto, ao relaxamento muscular. Existem
varios mecanismos que reduz a [Ca*];, dentre eles os que s&o mediados pela bomba
Ca®*-ATPase da membrana plasmaética (PMCA), pelo trocador Na*/ Ca* (NCX), pela
bomba Ca*-ATPase do reticulo sarcoplasmético (SERCA) e pelas proteinas ligantes
de Ca* citosolicas. Acredita-se que os mecanismos que ativam a SERCA e a PMCA

s&0 0s mais importantes nessa fungao (Akata, 2007b).

Os principais mecanismos mediadores da vasodilatacdo (fig.3) envolvem
ativacdo de canais para K' e aumento da concentracdo intracelular de nucleotideos
ciclicos (GMPc e AMPc) (Karaki et al., 1997).
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A ativacdo de canais para K* leva a hiperpolarizagdo da célula muscular lisa,
devido ao efluxo de ions K*. Essa hiperpolarizagéo resulta em diminui¢éo do influxo de
Ca*" através de canais para calcio regulados por voltagem (Sorbey, 2001).

Célula muscular lisa
LGCC SMOCC SOCC KCa VOCC
Agonista Agonista Agonista
l NO l
+ \ VOoCC
2+
AMPc GTP GMPc Ca
PLC Ca» Ca™ az+ I(* cau
+
/ + PKG { 5
MLCK-P<—— ML Ca?*
\, Ca? | cam / oA
Lalles MLC — > ML CaZ+
RS MLC _>: MLC-P T +
T “fp " 3Na*
MP . Ca? - NCX
Actina ¢ca2+ SER
sens. ] - Ca?
rs )/
Contracao Relaxamento

Figura 3. Mecanismos envolvidos na contragdo e no relaxamento do musculo liso vascular. Adaptado de
Akata (2007 a, b). Legenda (itens ausentes no texto): Ca®* sens., sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*";
LGCC, canais para calcio operados por ligantes; K Ca, canais para potassio sensiveis a concentragdo de
calcio intracelular; MLC-P, cadeia leve de miosina fosforilada; MLCK-P, quinase da cadeia leve de miosina
fosforilada; MP, miosina fosfatase; PMCA, bomba de Ca®* dependente de ATP da membrana plasmatica;
RS, reticulo sarcoplasmatico; SMOCC, canais para célcio operados por segundos mensageiros; SOCC,
canais para célcio operados pelas reservas; VOCC, canais para célcio regulados por voltagem.

A producdo de nucleotideos ciclicos pode ser estimulada por varias
substancias vasodilatoras, através da ativacdo de receptores acoplados a proteina G
na membrana da célula muscular lisa que ativa a enzima adenilil-ciclase, resultando na
producdo de cAMP a partir do ATP. No entanto, outros vasodilatadores ativam a
proteina guanili-ciclase soluvel (como o NO) ou receptores com atividade de guanili-
ciclase intrinseca (como o peptideo natriurético atrial — ANP), levando a producéo de
cGMP a partir do GTP. Esses mediadores, CAMP e cGMP, através da ativagéo
respectiva das proteinas quinases, PKA e PKG, reduzem a concentracdo intracelular
do Ca*

canais para K' ou diminuir a sensibilidade das proteinas contracteis ao Ca?*, por

, por estimulacdo da SERCA, da PMCA, do NCX. Elas também podem ativar

fosforilagéo e inativagédo da MLCK (via PKA) e ativagdo da enzima miosina fosfatase,
via PKG (fig.3).
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Em condi¢des patoldgicas, como na obesidade, uma das principais alteracdes
na resposta vasomotora é a que envolve a enzima 6xido nitrico sintase, podendo ser
inibida e, portanto, diminuindo a producdo de um importante fator relaxante, o 6xido

nitrico.

Oxido nitrico sintase

O oxido nitrico (NO) exerce um papel fundamental no controle do ténus
muscular, como descrito acima, contrapondo as ac¢des dos mediadores contrateis

liberados pelo préprio endotélio ou advindos da circulacao.

A producao fisiol6gica do NO é realizada pelas enzimas 6xido nitrico sintase
(NOS), que sdo amplamente expressas pelo organismo, como nas células endoteliais,
nos neurdnios, nas células musculares lisas e nos macrdfagos. Essas enzimas
pertencem a uma familia de proteinas complexas que catalisam a oxidacdo da L-
arginina para formar 6xido nitrico e L-citrulina. S&o proteinas diméricas que contém um
grupamento heme e precisam das flavinas FAD e FMN para realizacdo de sua funcao,
como também, do cofator pteridina (6R)- 5,6,7,8- tetrahydro-L-biopterina
(Hybiopterina), (Fleming I., 2010).

Atualmente, sdo conhecidas trés isoformas principais, eNOS (endotelial

constitutiva), NNOS (neuronal constitutiva) e iINOS (induzida).

A producdo de NO, pelas células endoteliais, é realizada principalmente pela
eNOS. No entanto, conforme Capettini et al., 2008, a isoforma neuronal, nNOS,

contribui significativamente, para manutengéo do ténus vascular em camundongo.

A eNOS é uma enzima constitutiva, esta ancorada a membrana da célula
endotelial em sua forma nativa , em microdominios denominados cavéolas. Quando
ocorre o aumento de [Ca®'], a proteina é ativada pela associacéo ao complexo Ca*-
Calmodulina sofrendo translocagdo para o citosol. A producdo de NO pela eNOS
também pode ser modulada pelo nivel de fosforilagdo dessa proteina (Fleming I.,
2010). Logo, essa enzima pode ser regulada por dois mecanismos principais: (1) pelo
aumento de Ca*" intracelular no endotélio, resultando no aumento do complexo Ca*-
calmodulina que € importante para estabilizagdo da forma dimérica da proteina; (2) por
fosforilagdo em residuos de serina e treonina, por mecanismos dependentes de

tirosina cinase (Fleming 1., 2010), que resultard na ativagédo ou inibicdo da enzima.
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A isoforma neuronal esta relacionada com regulagdo da duracdo da
transmissdo sinaptica no SNC, na regulagdo central da pressdo sanguinea, no
relaxamento do musculo liso (Ally et al. 2005; Capettini et al., 2008). Sua atividade
também é regulada pelo complexo Ca**-calmodulina e por fosforilagdo (Viaro et al.,
2000).

Ja a isoforma induzida, iINOS, sé € manifestada ap6s um estimulo, como
lipopolissacarideos (LPS), citocinas (IL-1B, TNFa, IFNy, IL-6) e outros. Por estas
caracteristicas, tem fungBes primordiais em processos patoldgicos, inflamacoes,
infeccbes e doencas auto-imunes. Apresenta uma atividade de producdo de NO
superior as outras isoformas e ndo depende do aumento da concentracao intracelular
de célcio (Carvalho et al., 2001; Viaro et al., 2000).

Disfuncé&o do tecido adiposo e impacto no sistema cardiovascular

A obesidade é uma doenca de alta prevaléncia na sociedade com importantes

impactos sociais, psicolégicos e médicos.

A obesidade compreende um aumento do tecido adiposo relacionado a um
desequilibrio entre a ingestao cal6rica e 0 gasto energético (Speakman et al., 2007;
Kovacs et al., 2006). Esse desequilibrio pode ser justificado por inUmeros fatores,
dentre eles, o aumento do consumo de dietas hipercaléricas, a falta de atividade fisica,
fatores hormonais (sindrome de Cushing, sindrome metabdlica) e fatores genéticos
(Rosmond, 2004).

A suscetibilidade ao aumento do tecido adiposo, além da influéncia dos fatores
ambientais (como sedentarismo, stress e habitos alimentares) e todos os distlrbios
associados, pode ser determinada também por fatores genéticos. Hoje, existem mais
de 30 desordens génicas que podem desencadear obesidade, mas elas sao
alteracBes raras e ndo servem para explicar os casos de obesidade mais comuns
(Rosmond, 2004). Todavia, o fator genético na obesidade parece ser importante e
esclareceria o fato de que pessoas diferentes, mas com o mesmo estilo de vida, ndo

necessariamente apresentem o mesmo acumulo de gordura e ganho de peso.

A obesidade hoje € uma epidemia e para facilitar o seu estudo e diagndéstico
tornou-se importante o desenvolvimento de classificagdo de individuos obesos. No

entanto, as classificagcdes ndo sdo sempre seguras e nem definem se o paciente esta
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ou ndo doente. Em muitos estudos, a classificacdo mais utilizada do individuo obeso,
é feita pelo indice de massa corporal (BMI - do inglés body mass index), que é dado
pela razdo entre o peso corporal (Kg) e a altura ao quadrado (m?), sendo individuos
normais com BMI de 18,50 até 24,99; individuos com sobrepeso com BMI = 25,00,
destes as pessoas entre 25,00 — 29,99 sdo pré-obesas e acima de 30,00 sdo
consideradas obesas (WHO, 2011; Rasouli et al., 2007). No entanto, ndo somente o
aumento do tecido adiposo, mas também a localizacdo dos depdsitos de gordura no
individuo obeso devem ser considerados, visto que as alteracdes fisiolégicas
decorrentes da obesidade podem ser distintas entre os individuos obesos. Além disso,
a contraditéria diminuicdo dos fatores de risco para doencgas cardiovasculares
apresentada por alguns individuos obesos sem outras patologias associadas levou a
criacao do termo “paradoxo da obesidade” por alguns pesquisadores que objetivam
entender essa reducéo do risco nesses individuos (Khalangot et al., 2009; Curtis et al.,
2005). Niraj et al. (2007) observaram que pacientes obesos sdo0 menos propensos a
morrerem dentro de um ano por alteracdo anatdmica da coronaria, avaliado pela

técnica de angiografia, suportando a idéia do paradoxo.

Baseado em algumas diferencas funcionais e morfoldgicas, o tecido adiposo foi
dividido em dois tipos principais: o tecido adiposo branco (subdivido em visceral e
subcultaneo) e o tecido adiposo marrom. Apesar desses dois tecidos apresentarem
caracteristicas metabdlicas comuns, o tecido adiposo branco estad mais relacionado ao
estoque de energia, enquanto o tecido marrom dissipa energia e calor, relacionando-
se com a regulacdo térmica (Gustafson et al. 2010). Além disso, muitos estudos
observaram que o tecido adiposo em geral € composto por aproximadamente 50% de
adipdcitos e os outros 50% séo células, tais como: pré-adipdécitos, células vasculares,
neurais, leucocitos e células do sistema imune. Dentre essas células, os adipécitos, os
pré-adipécitos e os macréfagos sédo responsaveis pela secrecdo de varias citocinas
(IL-6, IL-8 IL-1B) e adipocinas (adiponectina, leptina) que atuam em varios érgaos e
sistemas, influenciando e modulando sua funcdo, como o figado, o musculo e o
sistema cardiovascular (fig.4). Por isso, recentemente, o tecido adiposo é também
considerado um orgdo enddcrino além de sua funcdo de estoque energético e de

producao de calor (Gustafson et al., 2010; Maenhaut et al., 2011).

11



Introducao

Adiponectin, MCP-1, IL-6, Leptin
PAI-1, SAA, (Resistin)

Vasculature
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Figura 4. Interacdo entre tecido adiposo e outros 6rgéos. O tecido adiposo é um 6érgdo enddcrino chave, capaz de
produzir adipocinas que afetam outros tecidos, exercendo um papel importante na patofisiologia da resisténcia a
insulina e na sindrome metabdlica. Modificado de Gustafson et al., 2010.

Atualmente, trabalhos demonstram que a obesidade visceral, aumento do
tecido adiposo mesentérico e omental, estd mais associada com a sindrome
metabdlica, doencas cardiovasculares e resisténcia a insulina (Zraika et al., 2002; Jonk
et al., 2007; Rasouli et al., 2007) do que os demais depdsitos de gordura. No entanto,
0s mecanismos envolvidos na adaptagdo cardiovascular fisiologica durante a
instalagdo do quadro de obesidade, bem como das complicacdes relacionadas a

mesma ainda ndo foram elucidados.

Outro argumento para que a gordura visceral seja mais prejudicial ao
organismo, baseia-se na hip6tese de que o seu acumulo facilitaria 0 acesso de acidos
graxos, provenientes de tecido adiposo visceral, ao figado, via veia porta (Zraika et al.
2002). Alguns autores consideram que o metabolismo nesse 6rgao pode alterar-se,
levando a um aumento na producéo de glicose hepatica decorrente de um aumento da
taxa de gliconeogénese (Zraika et al., 2002; Song et al., 2001). Assim, associado a
outras alteragfes, o acumulo de gordura abdominal poderia resultar em resisténcia a

insulina em longo prazo (Vykoukal et al., 2011).

Algumas das alteracfes associadas ao acumulo de gordura visceral estdo
relacionadas ao aumento do depédsito de lipideo em células nao-adipécitas
(hepatocitos, células B pancredticas e outras), o que resultaria em mudancas de
expressao de proteinas, como receptores ou fatores de transcricdo génica, podendo
causar disfuncdo ou até morte celular (Rasouli et al., 2007). Sharma et al.(2008)
mostraram que o acumulo de lipidio no muasculo cardiaco induz uma disfuncéo

metabdlica, podendo levar a resisténcia a insulina, prejudicando assim a oxidacéo de
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glicose, e consequentemente, resultando em faléncia cardiaca. Suportando esses
resultados, o acumulo de gordura no epicardio foi relacionado ao espessamento da
camada intima-media, a rigidez vascular e ao estado proé-inflamatdrio, contribuindo,
portanto, para progressdo de doencgas coronarianas e outras complicacdes cardiacas
(Gustafson et al., 2010).

As alteragbes decorrentes do aumento da massa do tecido adiposo sé&o
motivos de intenso estudo, tendo em vista os divergentes resultados encontrados na
literatura. Por exemplo, os mecanismos envolvidos na alteragédo da funcéo endotelial
relacionadas a obesidade ndo estdo bem claros, variando sua resposta quanto ao leito
vascular estudado e ao modelo animal utilizado. Em algumas doencas relacionadas a
obesidade, como a hipertensdo, a funcado vascular é preservada pelo aumento na
producdo de EDHF em detrimento da producéo do 6xido nitrico (Taddei et al., 2001).
Chadha et. al. 2010 mostraram que a fungéo vascular da artéria safena foi preservada

em modelo de obesidade induzida por dieta.

As alteragbes na producdo de adipocinas bem como a idade de inicio do
desenvolvimento da obesidade podem contribuir para essas divergéncias de
resultados. Um aumento na producéo de leptina, em fase inicial, pode influenciar a
distensibilidade arterial, estimulando a produgéo de NO e assim, preservando a fungéo
vascular e sugere que, em estagios iniciais do crescimento, o organismo se adapta ao
aumento da massa corporea e consequiente aumento do fluxo sanguineo para esse
novo tecido (Singhal et al., 2002; Rodriguez et al., 2007).

Contribuindo para essas diferengas encontradas na literatura, a obesidade
pode ser considerada um estado pré-inflamatério crénico e de baixo grau, com o
aumento da producdo de fatores pro-inflamatorios e alteracdo na produgdo das
adipocinas, o que levaria principalmente a um aumento na concentracdo plasmética de
leptina, um importante modulador vascular produzido pelo tecido adiposo (Gustafson
et al., 2010).

Leptina e endotélio

A leptina (do grego leptos = magro) foi identificada em 1994, pelo trabalho do
grupo do Dr. Friedman da Rockefeller University, Nova lorque, EUA. No entanto, essa
descoberta foi possibilitada pelas investigacfes feitas nos modelos experimentais de
obesidade, os camundongos ob’/ob” e db/db’, desde a década de 70. Nessa época,
resultados obtidos com a técnica de parabiose, entre esses dois modelos genéticos e

0 animal selvagem, os pesquisadores sugeriram que no camundongo ob’/ob™ faltava
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um fator circulante ob (hormonal) que estava presente tanto no camundongo selvagem
guanto no db’/db’. E ao contrario do ob’/ob’, o db/db” ndo tinha seu fendétipo alterado
na presenca desse fator, sugerindo uma possivel alteracdo no receptor para ob. Mas
esses resultados s6 foram confirmados com os estudos genéticos do professor
Friedman. Logo depois, em 1995, o receptor para leptina foi clonado, através de

técnicas biomoleculares que utilizavam leptina marcada (Tartaglia et al., 1995).

Foram identificadas multiplas isoformas para o receptor da leptina e todas séo
produtos de um Uunico gene (lepr), resultando de modificagdes no mMRNA ou de
processamento proteoliticos. Eles séo divididos em trés classes: secretados, 0s curtos
e o0s receptores longos. Os primeiros sdo formas secretadas, que podem ser produto
de clivagem das formas ligadas a membrana. Ele contém somente o dominio de
ligagcéo a leptina e forma um complexo com esse horménio circulante, controlando sua
concentracéo livre. As isoformas curta e longa do receptor sdo ligadas & membrana
plasmética, diferindo no dominio intracelular do receptor, sendo a primeira constituida
por 29 residuos de aminodcidos e a ultima, por aproximadamente 300 residuos.
Enquanto a funcao da isoforma curta do receptor ndo é conhecida, o receptor longo €

crucial para as acdes da leptina. (Myers et al., 2004).

Atualmente, sabe-se que a leptina é produzida primariamente pelo tecido
adiposo branco e que sua secrecdo na circulagdo segue um padrdo pulsatil, com um
pico de secre¢do ocorrendo durante a noite para os humanos e que sua concentragéo
plasmatica € pouco influenciada pelas refeicées (Negréo et al., 2000). No entanto, 0s
niveis de leptina refletem o estado nutricional do organismo, ou seja, as reservas
energéticas do corpo. A leptina regula esse balango energético através de processos
gue envolvem a reducéo da ingestao de alimento (induzindo um sinal de saciedade no
sistema nervoso central) e o aumento do gasto metabdlico, favorecendo o balanco

energético negativo (Myers et al., 2005; Morrison, 2008).

Além do controle dos estoques de energia, recentemente, muitos trabalhos
demonstraram outras importantes ac¢fes da leptina, principalmente no sistema
cardiovascular (Correia et al., 2006; Maenhaut et al., 2011). A leptina pode estimular a
producdo de O6xido nitrico, de modo dependente e independente do endotélio e
também estimula a producdo de EDHF em artérias mesentéricas (Lembo et al.,2000).
Rodriguez et al.(2007) mostraram que a leptina diminui a resposta contractil a
angiotensina Il, por aumentar a biodisponibilidade do NO. Além disso, Sahin et al.
(2007) mostrou que a leptina é capaz de induzir relaxamento em anéis de aorta de

ratos, através da producao de NO e H,O, derivado do endotélio.
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Muitos trabalhos procuram demonstrar o mecanismo pelo qual a leptina induz a
producdo de NO, e consequentemente, induzir a resposta vasodilatadora. No
endotélio, tem sido demonstrado que a leptina ativa a enzima eNOS, através de
mecanismo dependente da proteina quinase B (PKB/Akt), mas ndo-dependente da
ativacdo da proteina fosfatidilinositol 3 quinase - PI;K (Vecchione et al., 2002,2003).
Procopio et al. (2009) conseguiram mostrar, em cultura de células endotelial de aorta
humana, que esse mecanismo pode envolver a participacdo da proteina quinase
dependente de AMP (AMPK), ativando diretamente a eNOS ou através da Akt. No
entanto, mais estudos sdo necessdarios para esclarecer a participacdo dessas
proteinas no mecanismo de acdo da leptina, o possivel envolvimento de outras
isoformas da NOS, a producdo do EDHF e por fim, como esse mecanismo pode

alterar-se em condic¢des patologicas.

Por outro lado, varios pesquisadores mostram uma contribui¢cdo dual da leptina
homeostase da presséao arterial (Correia et al., 2006). Enquanto essa adipocina induz
uma simpatoexcitacdo central, a nivel periférico ela pode também promover
vasodilatagdo por mecanismos ndo totalmente estabelecidos. Assim, esse
comportamento dual da leptina pode ajudar a explicar o porque a obesidade néao esta

sempre relacionada a hipertensao.

Aizawa-Abe et al. (2000) mostraram que animais que superexpressam leptina
ou animais obesos com hiperleptinemia apresentaram aumento da pressao arterial,
gue foi revertida pela reducdo da concentragdo plasmatica desse horménio e por
bloqueadores a; e B-adrenérgicos, em doses que ndo afetaram a pressao arterial dos
animais controles. Assim, 0s autores sugerem que a leptina pode estar relacionada ao
aumento da pressédo arterial em obesos, provavelmente por estimular a liberacdo de
catecolaminas. Outros trabalhos suportam os resultados de Aizawa-Abe,
demonstrando que a leptina € capaz de estimular o sistema nervoso simpatico e
consequentemente elevar os niveis pressoricos em animais obesos (Rahmouni et al.,
2005; Correia et al., 2006; Haynes, 2005).

Alguns autores defendem também o conceito de resisténcia seletiva a leptina
(Correia et al., 2006; Morrison et al., 2008). A resisténcia a leptina é geralmente
descrita como um estado, no qual, niveis circulantes desse horménio estdo elevados,
concomitante a hiperfagia e obesidade. Pode ser definida também com a auséncia de
efeito na administracdo de leptina exdgena (Morrison et al.,, 2008). Trabalhos
observaram que a hiperleptinemia crénica induz a resisténcia a leptina no leito

vascular. Esses dados, associados a uma baixa concentracdo de adiponectina e alta
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Figura 5. Papel do NO e EDHF no efeito hemodinadmico agudo da leptina. Em animais controles magros (C), a leptina
ativa o sistema nervoso simpatico (SNS) e a produgdo de NO e ndo induz mudanca na presséo arterial (BP) dos ratos.
Em animais obesos, tratados por um més (O1) com dieta de cafeteria, o efeito da leptina na produgdo de NO é
prejudicado, mas compensado pela producéo de EDHF, por isso a pressao arterial ndo se altera. Finalmente, no grupo
obeso tratado por trés meses (03), o efeito da leptina na producao de NO e EDHF séo alterados, prevalecendo o efeito
no SNS, resultando no aumento da presséo arterial. Bettowski, 2006.

concentracdo de TNFa, levam a uma redugdo produgdo de Oxido nitrico (NO)
endotelial, devido a modulagdo negativa da enzima oOxido nitrico sintase endotelial, e
estimulo da liberacdo do fator contratil endotelina-1, aumentando a resisténcia
vascular periférica e consequentemente, elevando a pressao arterial (Maenhaut et al.,
2011; Gustafson et.al., 2010; Haynes et al., 2005). Roberts et al. (2005) mostraram
gue o tratamento em ratos com dieta rica em gordura e agucares (que mimetiza a dieta
usada pela populacdo ocidental) levou a diminuicdo da expressédo e atividade da
proteina éxido nitrico sintase, resultando em uma menor resposta vasodilatadora da
aorta a acetilcolina, devido a diminui¢cdo da producdo de NO e de fatores relaxantes
derivados do endotélio vascular, predispondo os animais a hipertenséo arterial e ao
desenvolvimento de placa de ateroma. No entanto, essas alteragbes foram
observadas em animais tratados por sete meses. Em outros trabalhos, nos quais o
tempo de tratamento foi menor, ndo foi observada alteracdo na pressédo arterial dos

animais tratados (Beltowski et al., 2006).

Por outro lado, o conceito de resisténcia seletiva baseia-se em trabalhos, nos
guais os modelos experimentais apresentam uma resisténcia seletiva as acodes
metabdlicas da leptina, no entanto, o efeito simpato-excitatério permanece. A
capacidade de induzir a producédo de NO e EDHF (fig.5) também pode esta alterada
(Beltowski et al., 2003). Essa caracteristica também contribui para os diferentes

fendtipos apresentados pelos modelos de obesidade.
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Modelos de obesidade

Grande parte do conhecimento sobre as alteracées decorrentes da obesidade
foi alcancado utilizando modelos experimentais como ratos, camundongos e macacos,

gue desenvolviam alteragcdes metabdlicas e sistémicas semelhantes as humanas.

S&o varios os modelos usados para desenvolver e estudar a obesidade
(Speakman et al.,, 2007), por exemplo, 0s que apresentam alteracdes génicas
(Rosmond et al., 2004), como o rato obeso Zucker, com mutacdo no gene autossomo
recessivo (fa’/fa’), codifica um receptor para leptina ndo-funcional. Devido ao prejuizo
na via de sinalizacdo da leptina, esses animais apresentam um reflexo de saciedade
alterado, com conseqiente hiperfagia e desenvolvimento do quadro de obesidade.
Apresenta também moderada hipertensao, hipertrigliceridemia, resisténcia a insulina,
representando um modelo viavel para o estudo da obesidade e doencas relacionadas.
A alteracdo no gene ob/ob, em camundongos, que resulta em uma producéo
deficiente de leptina, gerou outro importante modelo para o estudo da obesidade e
suas consequéncias. Esses camundongos apresentam diabetes Mellitus néao-
dependente de insulina e a obesidade € observada a partir do 28° dia depois do
nascimento. Existe também o camundongo diabético (db’/db’), que apresenta mutacao
do receptor para leptina e distarbios metabdlicos, contribuindo para esclarecer as

alteracdes presentes na diabetes associada a obesidade.

Outro tipo de modelo de obesidade, mais relacionado com o sobrepeso em
humanos, é o que envolve mudancas na dieta dos animais. Os mais freqiientemente
utilizados sao: animais tratados com racao enriquecida em gordura (high-fat), agtcares
(high-sucrose) ou ambos (Naderali et al. 2001, 2003), que exemplificam habitos
alimentares da sociedade ocidental, como as comidas rapidas, sanduiches, frituras,
doces, etc. Esses modelos apresentam uma ampla variedade de fendtipo,
dependendo do inicio do tratamento, da duragéo desse tratamento, do tipo de dieta e
animal escolhido. Estas diferencas permitem o estudo dos diversos mecanismos que
podem ser alterados com a obesidade e extrapolacdo dos resultados para o

entendimento da obesidade humana.

Dentro desse contexto, apesar das inUmeras hipéteses para as possiveis
causas das alteragbes relacionadas a obesidade citadas, ndo estdo claros os
mecanismos que as desenvolvem. Muitos estudos precisam ser realizados para
entendermos 0s processos pelos quais essas doencas se instalam e assim, contribuir

para prevencdo e elaboracdo de tratamentos. Por isso, nesse trabalho, optamos por
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uma dieta enriquecida com leite condensado, muito bem descrita na literatura
(Naderali et al., 2001, 2003; Lima et al., 2008), capaz de desenvolver obesidade nos
animais tratados e permitir o estudo das alteracdes resultantes do excesso de gordura.
O tratamento sera realizado em animais recém-desmamados, para avaliarmos o
impacto de uma dieta rica em acgucares simples, em estagios iniciais do crescimento,
aumentando assim o0 conhecimento sobre 0s mecanismos que interligam a obesidade

e as demais patologias relacionadas, principalmente em criancas.

18



2. CONCLUS. A0



Conclusao

Os nossos resultados mostram que existe um aumento da expressdo da eNOS
na aorta dos animais obesos com um consequente aumento na producdo de NO. Este
aumento na producdo de é, provavelmente, um reflexo dos aumentos séricos de
leptina produzida no tecido adiposo e leva a uma consequente diminuicdo de
contratilidade da artéria aorta, bem como, uma melhoria do relaxamento vascular.
Essa alteracdo de funcdo vascular pode representar uma resposta fisiologica
adaptativa ao aumento do fluxo sanguineo consequente ao aumento da ingestdo
alimentar, do peso corporal e do metabolismo o que levaria a necessidade de uma

adequada distribuicado do fluxo sanguineo.
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