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RESUMO

A obesidade é um problema de salde publica que vem tomando propor¢des epidémicas em
todo o mundo. Uma das principais consequéncias da obesidade é o desenvolvimento das doencas
cardiovasculares, e esta por sua vez, € umas das principais causa de morte todo ano no Brasil e no
mundo. Objetivo: Avaliar a reatividade vascular e as alteragdes morfoldgicas da artéria mesentérica
na obesidade induzida por uma dieta hiperlipidica associada a frutose. Método: Ratos Wistar machos
foram submetidos a uma dieta normolipidica (3,8% gordura — grupo controle) ou hiperlipidica (59%
gorduras — grupo dieta) associada a frutose na agua de beber (100 mg/ml) por 12 semanas, a partir da
quarta semana de vida. Foram avaliados o peso corporal inicial e final, a tolerancia a glicose, o perfil
lipidico, a gordura epididimal e as artérias mesentéricas e aorta foram removidas para avaliagdo
funcional e histologica. Os tecidos hepatico e renal também foram coletados para avaliagdo dos
efeitos da dieta hiperlipidica na morfologia destes 6rgéos. A fungéo hepatica e renal foi avaliada pela
dosagem plasmatica de metabdlitos e enzimas especificas. Resultados: Os ratos submetidos a dieta
hiperlipidica associada a frutose apresentaram maior ganho de peso corporal, aumento da gordura
epididimal; menor tolerancia a glicose e aumento de triglicérides. Nas artérias, foram observadas
reducdo da resposta de relaxamento dependente de endotélio, sem prejuizo do relaxamento
independente de endotélio. Em contrapartida, a avaliacdo histologica ndo apresentou diferencas entre
a estrutura dos vasos de ratos magros e obesos. Os rins nao apresentaram alteracdo funcional ou
morfologica enquanto que o figado apresentou alteragdes morfoldgicas compativeis com esteatose
hepatica, sem alteracdo de funcdo. Conclusdo: Nossos dados sugerem que a dieta induziu disfuncao
endotelial, sem alteracbes funcionais ou estruturais da musculatura lisa vascular. Neste modelo de
obesidade, a funcdo e morfologia renal foram preservadas enquanto que no tecido hepatico as
alteracdes histoldgicas sdo sugestivas de esteatose. Assim, nosso estudo foi eficiente em produzir um

modelo de obesidade animal e doenca vascular.

Palavras-chave: Obesidade; Disfungdo vascular; Ratos; Dieta hiperlipidica; Frutose.
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ABSTRACT

Obesity is a worldwide problem of public health which is taking epidemic proportions in the
world. One of the main consequences of obesity is the development of cardiovascular diseases, which
in turn, is the main cause of death in Brazil and in the world. Aim: To evaluate the vascular reactivity
and morphological changes in the mesenteric artery in obesity induced by high fat diet plus fructose.
Methods: Male Wistar rats were submitted to a normolipidic diet (3.8% of fat — control group) or
hyperlipidic diet (59% fat — diet group) plus fructose in the drinking water (100 mg/ml) during 12
weeks, starting at the 4th week of life. It was evaluated initial and final body weight, glucose
tolerance, lipidic profile, epidimal fat and the aorta and mesenteric arteries were removed for
functional and histological evaluation. Kidney and liver were also collected for histological
evaluation. Renal and hepatic functions were measured by plasma levels of specific metabolites and
enzymes. Results: Rats submitted to high fat diet plus fructose presented higher body weight gain,
increased epidimal fat, smaller glucose tolerance and higher triglycerides levels. In the arteries, it was
observed reduced endothelium dependent induced relaxation, with no changes in the endothelium
independent relaxation. On the otherhand, the histological evaluation was not different between the
vessels of both strains. The kidney did not present functional and histological changes whereas the
liver presented morphological changes compatible with steatosis, with no changes on its function.
Conclusion: Our data suggest that the high fat diet plus fructose induced an endothelial dysfunction
with no functional or structural changes on the vascular smooth muscle. In this model of obesity,
renal function and morphology were preserved while in the hepatic tissue histological changes are
suggestive of steatosis. Hence, our study was efficient in producing an animal model of obesity and

vascular disease.

Keywords: Obesity, vascular dysfunction, rats, hyperlipidic diet, fructose.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade tem sido descrita como um importante problema de salde pUblica da atualidade e
vem ganhando destaque no cenario epidemiolégico mundial. Sua prevaléncia aumentou nas Gltimas
décadas em todo o mundo, inclusive nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde
anteriormente predominava os problemas relacionados a desnutricdo (ENES & SLATER, 2010).

Caracterizada pelo acimulo excessivo de tecido adiposo localizado em todo corpo, a obesidade
€ uma doenca cronica que frequentemente provoca prejuizos a saude. Essa doenca pode ser causada
por multiplos fatores relacionados a ingestdo excessiva de alimentos pouco saudaveis, diminuicao
progressiva da atividade fisica, fatores genéticos, metabdlicos, sociais, comportamentais e culturais.
A classificagdo de obesidade em adultos € indicada pelo indice de massa corpérea (IMC),
representado pela razdo entre o peso (expresso em quilogramas) dividido pelo quadrado da estatura
(expressa em metros) (SANTOS et al, 2012). Desta forma, a obesidade é caracterizada por um IMC
igual ou superior a 30 kg/m? (SILVA et al, 2006).

A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) também subdivide a obesidade em termos de
gravidade, classificando-a em: obesidade grau | (moderado excesso de peso, no qual o IMC encontra-
se entre 30 e 34,9 kg/m?); obesidade grau Il (obesidade leve ou moderada, com IMC entre 35 e 39,9
kg/m?) e obesidade grau Ill (obesidade grave ou morbida, na qual o IMC apresenta-se com valores
superiores a 40 kg/m2) (WHO, 1995).

Essa doenca também acarreta danos psicossociais relacionados ao estigma e discriminacdo em
decorréncia da alteracdo da imagem corporal, o que resulta em diminuicdo da autoestima e o
surgimento de sintomas depressivos e de ansiedade. Portanto, a obesidade tornou-se um problema de
salde publica, com consequéncias negativas para a salude do individuo, tanto fisicas quanto
psicoldgicas, e que comprometem a qualidade de vida (SANTOS et al, 2012).

No Brasil, a analise da tendéncia secular indica que a obesidade entre adultos estd em expansdo
e atingiu em 2008 a 2009, pelo menos 10% da populacdo em todas as regibes. A trajetoria de
expansdo da obesidade no Brasil € menos intensa entre mulheres, entre grupos socioeconémicos mais

ricos ou escolarizados e nas regides mais desenvolvidas do pais (CONDE & BORGES, 2011).



Assim, a obesidade estd sendo considerada uma epidemia mundial, atingindo individuos de
todas as faixas etérias, de diferentes niveis sociais, acarretando um grande fator de risco para vérias
doengas degenerativas ndo-transmissiveis como: Diabetes Mellitus tipo I1, doencas cardiovasculares e
hipertensdo arterial. Em pessoas que apresentam excesso de gordura corporal sdo frequentes as
alteragbes no perfil lipidico, com aumento nos niveis plasméaticos de colesterol total (CT),
triglicérides (TG), lipoproteina de baixa densidade-colesterol (LDL-c) e diminuicdo nos niveis de
lipoproteina de alta densidade-colesterol (HDL-c). As alteragdes nos niveis circulantes dessas
biomoléculas podem levar ao desenvolvimento de doengas coronarianas, tanto em adultos quanto em
criangas (RINALD et al, 2012).

1.2 Fisiologia da Contragéo e Relaxamento Vascular

1.2.1 Requlacdo do tdnus da musculatura lisa vascular

A contracdo e o relaxamento do musculo liso vascular sdo controlados pela concentragédo
citoplasmatica de calcio ([Ca®*]c) que, em condicdes basais, é de aproximadamente 100 nM,
enquanto que no meio extracelular é de 1 a 3 mM. Este gradiente quimico de cerca de 10.000 vezes
entre 0 meio intracelular e extracelular que favorece o influxo de Ca?*. Além disso, 0 meio
intracelular é mais eletronegativo que o meio extracelular, favorecendo o influxo de Ca®*
(MISSIAEN et al, 1991). Para manter essa concentracdo de Ca** em niveis basais, a célula possui
mecanismos de controle, como a troca de Na*/Ca** e a Ca**/ATPase da membrana plasmatica e do
reticulo sarcoplasmatico.

O principal determinante do ténus vascular € o nivel de fosforilacdo da cadeia leve da miosina,
que é controlado pela quinase da cadeia leve da miosina (MLCK), dependente de Ca**-calmodulina, e
pela fosfatase da cadeia leve da miosina (HARTSHORNE, 1987). A contracdo das celulas do
musculo liso vascular inicia com o aumento da [Ca®*]c, que pode ocorrer por aumento do influxo de
Ca”" do espaco extracelular através dos canais para Ca®* operados por receptores ou da liberagdo de
Ca”* dos estoques do reticulo sarcoplasmético. Subsequentemente, ocorre a ligagdo do Ca®" a
calmodulina, formando o complexo Ca®*-calmodulina, que leva & ativacdo da MLCK, a enzima
responsavel pela fosforilagdo da cadeia leve da miosina. A fosforilacdo da cadeia leve da miosina

permite que a miosina interaja com a actina e o trifosfato de adenosina (ATP), resultando na ligagcao
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da ponte cruzada da miosina com a actina. Isto gera um estado de ligacdo forte entre essas duas
protefnas, produzindo a contracdo vascular. A reducdo da [Ca’‘]c desfaz o complexo Ca?*-
calmodulina, que inativa a MLCK, e ativa a fosfatase da miosina, que é a enzima que desfosforila a
cadeia leve da miosina, removendo os fosfatos de alta energia, promovendo assim o relaxamento
muscular (WEBB, 2003).

O aumento da fosforilacdo da cadeia leve da miosina e a capacidade da célula em produzir
tensdo em niveis sub-6timos de Ca** ¢ um mecanismo conhecido como sensibilizagdo ao Ca**, sendo
a inibicdo da fosfatase da miosina o principal fator que contribui para este fendmeno (KUBOTA et
al., 1992; SOMLYO & SOMLYO, 1994; 2000).

Acredita-se que a ativacdo da fosfatase da miosina ocorra pela via do NO/GMPc, reduzindo a
fosforilacdo da cadeia leve da miosina, levando & dessensibilizacdo ao Ca** (WU et al., 1996; LEE et
al., 1997). Entretanto, a base molecular para a ativacdo da fosfatase da miosina ndo é completamente
entendida.

1.2.2 Oxido nitrico (NO)

O NO esté envolvido em uma série de funges fisioldgicas, incluindo relaxamento de musculo
liso e neurotransmissdo no sistema nervoso central e autbnomo (MONCADA et al.,, 1991;
GARTHWAITE, 1995), sendo a maior parte de seus efeitos mediada pela estimulacdo direta da
guanililciclase solivel (LUCAS et al., 2000).

As enzimas responsaveis pela geracdo de NO sdo conhecidas como 6xido nitrico sintases
(NOS) e catalizam a oxidacdo do nitrogénio do grupamento guanidinoda L-Arginina (L-Arg),
formando NO e L-citrulina em duas etapas, com a formagédo do intermediario N“-hidroxi-L-arginina
(MARLETTA, 1988, 1993; MARLETTA et al., 1988; FELDMAN et al., 1993; FUKUTO &
CHAUDHURI, 1995; IGNARRO & MURAD, 1995; KERWIN et al., 1995).

Trés isoformas de NOS (NOS I, 11 e I11) sdo codificadas por trés genes diferentes e podem ser
classificadas em duas familias: NOS constitutiva (NOS | e NOS I11) e NOS induzivel (NOS I1). As
NOS constitutivas foram primeiramente caracterizadas em neurénios (NOS | ou nNOS) e em células
endoteliais (NOS 111 ou eNOS), respectivamente, sendo reguladas pelo complexo Ca?*/calmodulina
(CaM). Estas isoformas produzem pequenas quantidades de NO por curtos periodos de tempo

(segundos a minutos), e, neste caso, 0 NO parece desempenhar fungdes regulatorias na
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neurotransmissdo e no sistema cardiovascular. A NOS Il (iNOS) foi primeiramente isolada de
macréfagos estimulados com lipopolissacarideo e interferon-y. Esta enzima é essencialmente Ca?*-
independente e pode produzir NO por longos periodos (horas a dias) apds sua expressdo (KNOWLES
& MONCADA, 1994; FORSTERMANN et al., 1994; 1998; FORSTERMANN & KLEINERT,
1995; IGNARRO & MURAD, 1995).

As NOS sdo ativas na forma de homodimeros de pesos moleculares entre 250-300 kDa. A
ligacdo da CaM reforca a transferéncia de elétrons no dominio redutase e permite a redugdo do
grupamento heme com consequente ativacdo da NOS (MATSUOKA et al., 1994; ABU-SOUD et al.,
1994).

O L-NAME, um analogo da L-Arg substituido no grupamento guanidino (N®), inibe todas as
isoformas da NOS. Outros analogos da L-Arg substituidos no mesmo grupamento também séo
capazes de inibir a atividade da NOS. Neste caso, a inibi¢cdo ocorre em graus variaveis e mecanismos
distintos, porém todos envolvem a ocupacéo do sitio ligante para o substrato (MAYER & ANDREW,
1998; BOUCHER et al., 1999).

A guanililciclase solGvel é expressa no citoplasma de quase todas as células de mamiferos e
medeiam varias funcdes, como inibicdo da agregacdo plaquetaria, relaxamento do musculo liso,
vasodilatacdo, transducdo de sinais em neurdnios e imunomodulacdo (COLLIER & VALLANCE,
1989). A guanililciclase solivel € um heterodimero composto de subunidades o e 3, com massas
moleculares de 77 e 70 kDa, respectivamente (KOESLING et al., 1991; SCHULZ et al., 1991,
HOBBS, 1997). Cada subunidade contém um dominio regulatério N-terminal (grupo prostético heme
e regido de dimerizacdo) e um dominio catalitico C-terminal. A expressdo das duas subunidades é
necessaria para atividade catalitica (HARTENECK et al., 1990; BUECHLER et al., 1991).

A presenca do grupo prostético heme é necessaria para ativacdo da guanililciclase soluvel pelo
NO (GERZER et al., 1982; IGNARRO et al., 1982; OHLSTEIN et al., 1982). O grupo heme
corresponde a um anel de cinco membros, contendo quatro atomos de nitrogénio que circundam um
4tomo de ferro na posicdo central, o qual pode encontrar-se como Fe?* (forma reduzida) ou Fe**
(forma oxidada). O quinto membro do anel na guanililciclase soltvel é um ligante axial imidazélico
na posicdo Hisl05 (STONE & MARLETTA, 1994). A mutacdo deste aminodcido, localizado
proximo ao N-terminal da subunidade B;, determina a incapacidade da guanililciclase soltvel de se

ligar ao grupo heme, resultando em uma enzima insensivel ao NO (WEDEL et al., 1994).



O NO ativa a guanililciclase soltvel por ligar-se diretamente ao grupo heme formando um
complexo heme-ferrosonitrosil. A ligacdo do NO promove a quebra da ligagéo entre a His105 axial e
o ferro, resultando em um anel onde o NO estd presente na quinta posi¢do, criando assim uma
mudanca conformacional capaz de ativar a guanililciclase solivel (TRAYLOR & SHARMA, 1992;
STONE et al., 1995; LUCAS et al., 2000). Esta ativacdo causa elevacdo nos niveis de GMPc, o qual
é clivado a partir do GTP pela guanililciclase solivel (RAPOPORT & MURAD, 1983; LUCAS et
al., 2000). S&o propostos varios mecanismos para explicar a atividade relaxante resultante de um
aumento nos niveis de GMPc induzido pelo NO (WALDMAN & MURAD, 1987; LUCAS et al.,
2000). Estes incluem: (1) inibicdo da geracéo de IP3; (2) aumento do sequestro de Ca®*citossélico; (3)
desfosforilagdo da cadeia leve da miosina; (4) inibicdo do influxo de Ca?*; (5) ativagdo de proteinas
quinases; (6) estimulagdo da Ca**-ATPase de membrana e (7) abertura de canais para K*.

1.2.3 Fator de hiperpolarizacido derivado do endotélio (EDHF)

As celulas endoteliais liberam diferentes substancias que regulam o tdnus das células do
musculo liso vascular. Dependendo do leito vascular, o NO, a prostaciclina, os &cidos
epoxieicosatrienoico e o EDHF podem agir como mediadores da hiperpolarizacdo dependente do
endotélio.

Em 1984, foi demonstrado, em artéria mesentérica de cobaia, que 0 agonista
muscarinicocarbacol causa hiperpolarizacdo dependente do endotélio (BOLTON et al., 1984). Este
fendmeno foi confirmado em outros leitos vasculares de diferentes espécies animais. Logo surgiram
estudos demonstrando que o efeito hiporpolarizante podia ser parcial ou totalmente resistente aos
inibidores da ciclooxigenase (COX) e da NOS, e que estas respostas ndo eram acompanhadas por
aumento dos niveis de AMPc ou GMPc nas células do mésculo liso vascular (BENY & BRUNET,
1988; TAYLOR et al., 1988a; RICHARD et al., 1990; COWAN & COHEN, 1991; MUGGE et al.,
1991; ILLIANO et al., 1992; NAGAO et al.,, 1992; NAGAO & VANHOUTTE, 1992a,b;
ZYGMUNT et al., 1994; GARCIA-PASCUAL et al., 1995). Surgiu, assim, o conceito da existéncia
de um Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio, denominado EDHF, diferente do NO e da
prostaciclina, capaz de promover hiperpolarizacdo do musculo liso e relaxamento vascular.

A hiperpolarizacdo envolve o aumento da condutdncia ao potéssio, sendo o grau de

hiperpolarizacdo inversamente proporcional & concentracdo extracelular dos ions potassio (NAGAO
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& VANHOUTTE, 1992a,b; VAN DE VOORDE et al., 1992). Além disso, postula-se que o EDHF
seja importante no inicio do relaxamento do masculo liso por reduzir indiretamente 0 movimento do
calcio através dos canais para calcio dependentes de voltagem. Desta forma, sugere-se que o EDHF
tem um papel predominante nas artérias de pequeno calibre onde, comparadas as artérias de maior
calibre, as células do masculo liso sdo mais dependentes do influxo do célcio extracelular durante a
contracdo (NILSSON et al., 1994).

Sabe-se que o EDHF é de grande importancia no controle do ténus vascular, uma vez que
pequenas mudancas (poucos mV) no potencial de membrana podem resultar numa alteracdo
substancial do didmetro do vaso (NELSON & QUAYLE, 1995; BRAYDEN & NELSON, 1992).
Entretanto, os tipos de canais para potassio envolvidos na resposta mediada pelo EDHF ainda nao
foram bem caracterizados. Em leito mesentérico de rato (ADEAGBO & TRIGGLE, 1993), artéria
coronaria bovina e de porco (HECKER et al., 1994), artéria oviductal bovina (GARCIA-PASCUAL
et al, 1995) e em artéria mesentérica de coelho (MURPHY & BRAYDEN, 1995), o efeito do EDHF
é bloqueado pela apamina, sugerindo o envolvimento dos canais para potassio dependentes de calcio.
Por outro lado, em artéria carotida de cobaia, mesentérica de rato e coronéria de porco, a combinacao
da apamina com a caribdotoxina (inibidores dos canais para potassio dependentes de calcio de baixa e
de alta condutancia, respectivamente) foi necessaria para abolir a hiperpolarizacdo resistente aos
inibidores da NOS e da COX (CORRIU et al., 1996; CHATAIGNEAU et al.,1998 a, b).

1.2.4. Canais para calcio no controle do tdnus muscular

A disfuncdo endotelial leva a reducédo da biodisponibilidade do NO que resulta em aumento na
ativacdo dos canais para Ca’" nas células do misculo liso vascular. Niveis elevados de GMPc
promovem um relaxamento que, em parte, é devido a reducdo do influxo de Ca?* através dos canais
para Ca*" voltagem-dependente do tipo L. O NO inibe estes canais para uma maneira indireta e
direta. A primeira se da pela ativagdo da proteina quinase G, que causa a abertura dos canais para K*
e polariza a célula, resultando em desativacdo dos canais para Ca** voltagem-dependente. A maneira
direta ocorre através da fosforilacdo da PKG ou das fosfoproteinas regulatorias, no proprio canal de
Ca**, diminuindo a abertura destes canais, independentemente de voltagem (BLATTER & WIER,
1994; CLAPP & GURNEY, 1991; TEWARI & SIMARD, 1997).



Diversos estudos tém associado a hipertensdo arterial e a disfuncdo do endotélio com alteracbes
no aparato contratil e na sensibilidade ao Ca**. Em 1998, SIMARD et al. demonstraram que as
correntes geradas pela abertura dos canais para Ca’* estdo aumentadas em células de masculo liso
cerebral de ratos hipertensos, e atribuiram este efeito a diminuicdo da biodisponibilidade do NO,
diminuindo o antagonismo fisiolégico entre NO e os canais para Ca**. No entanto, 0 mesmo grupo
demonstrou que, na vigéncia de dano endotelial, além de aumento das correntes de Ca®*, h4 um
aumento na densidade dos canais para Ca®*, indicando que a integridade do endotélio é fundamental
na regulacdo da disponibilidade destes canais em células de masculo liso (SIMARD & Li, 2000).
Similarmente, XIAO & MACARDLE (1994) demonstraram um aumento da densidade e alteracédo
das propriedades farmacolégicas das correntes de Ca** dos canais para Ca?* tipo L em cardiomidcitos
ventriculares de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) durante o desenvolvimento da hipertrofia
ventricular esquerda.

Em modelo experimental, a bandagem da aorta leva a hipertrofia ventricular esquerda, a qual é
atenuada pelo tratamento crénico com propranolol. Neste modelo, a bandagem da aorta leva a
alteracdes hemodinamicas e diminui a atividade da ATPase de Ca®* da miosina, além de reduzir tanto
a liberacdo como a captacio de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico. Estes efeitos est&o relacionados com
aumento do RNAm da cadeia pesada da miosina e diminuicdo da SERCA2, a proteina responsavel
pela captacdo do célcio do meio intracelular para o reticulo sarcoplasmatico (TAKEO et al., 2000).
Neste estudo, o tratamento cronico com o propranolol e verapamil promove uma “melhora” da
funcdo cardiaca e normaliza a atividade da Ca®*-ATPase da miosina e a expressdéo do RNAm da
cadeia pesada da miosina e da SERCAZ2. Isto sugere que, além do B-adrenoceptor, os canais para Ca**
do tipo L desempenham um papel importante na modulacdo da transicdo do Ca®* do reticulo
sarcoplasmatico e distribuicdo da miosina através da regulacdo da expressdo do gene no coracao.
Além disso, MARANO et al. (2002) demonstraram que o mecanismo pelo qual o propranolol previne
a hipertrofia ¢ independente do bloqueio do adrenoceptor B, uma vez que os enantidmeros D e L do
propranolol, isdmeros inativo e ativo do propranolol, respectivamente, também sdo capazes de
prevenir a hipertrofia ventricular esquerda. Os efeitos do tratamento com os enantibmeros do
propranolol foram similares aos efeitos do tratamento com a disopiramida, uma droga anti-arritmica

com propriedade estabilizadora de membrana.



1.3. Disfuncéo Vascular e Endotelial

Disfuncdo endotelial refere-se a um desequilibrio na producdo endotelial de mediadores que
regulam o ténus vascular, agregacdo plaquetaria, coagulacdo e fibrindlise, sendo o ténus vascular o
aspecto mais estudado. A disfuncdo endotelial também €é freqientemente referida como piora no
relaxamento dependente do endotélio, causado pela perda da biodisponibilidade do 6xido nitrico
(NO), muito embora a produgdo de outras substancias vasoativas derivadas do endotélio, como a
PGI2, EDHF, ET-1, Ang Il, TXA2, também possa estar alterada (CARVALHO et al, 2006).

Dentre varias fungdes, o endotélio vascular é responsavel pela sintese de fatores
vasoconstritores e vasodilatadores, sendo 0 NO um dos fatores relaxantes derivados do endotélio de
maior importancia, diretamente relacionado a integridade da funcdo endotelial. O NO possui ainda
varias propriedades antiaterogénicas, que incluem inibicio do mondcito, leucocito e adesdo
plaquetaria, propriedades antioxidantes e inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas. A
reducdo da biodisponibilidade de NO - disfuncdo endotelial - parece estar presente nas doencas
cardiovasculares (GHISI et al, 2010).

Estudos tém demonstrado que a vasodilatacdo mediada pelo endotélio vascular é reduzida
inicialmente no processo de aterosclerose, até mesmo antes de mudancgas morfologicas angiogréaficas.
Essa vasodilatacdo progressivamente diminui & medida que a severidade da aterosclerose aumenta e
também em razdo de fatores de risco associados, como hipertensdo, dislipidemia e sedentarismo
(GHISI et al, 2010).

A disfuncdo endotelial estd presente em diversas doencas metabdlicas e/ou cardiovasculares,
como na obesidade, intolerancia a glicose, hiperglicemia (diabetes mellitus), hipertensdo arterial e
dislipidemia. Em todas essas condi¢cdes ocorre resisténcia insulinica, a qual se apresenta como um
disturbio metabdlico que se manifesta por reducdo na utilizacdo da glicose pelo musculo esquelético
periférico, e tem sido fortemente associada a disfuncdo endotelial, que tem se mostrado ocorrer
precocemente (CARVALHO et al, 2006).

Assim, a disfuncdo endotelial e vascular pode ocorrer como consequéncia da obesidade, seja
pela formacdo de placas de ateroma nas paredes dos vasos, que pode interferir com a homeostasia

local e prejudicar sua fungéo, seja pela alteracdo da biodisponibilidade do NO e suas consequéncias.



2. JUSTIFICATIVA

A obesidade é um problema de salde publica em nosso pais e varios outros paises no mundo. O
tratamento para a obesidade inclui mudancas no estilo de vida, com a adoc¢do de uma dieta pobre em
gorduras saturadas e a adesdo a programas de atividade fisica. No entanto, € comum que pessoas
obesas respondam de forma inadequada a dieta de baixa caloria, além de apresentarem problemas na
tolerancia ao esforco, prejudicando o desempenho durante a atividade fisica, o que leva a fadiga com
menores cargas de trabalho e desestimulam os pacientes. Em consequéncia da obesidade, sdo
observadas disfuncdes organicas que representam grande risco a saude e diminuem a qualidade de
vida destes pacientes. Entre elas, a disfuncéo vascular tem sido associada a menor biodisponibilidade
de substancias vasodilatadoras como o NO e ha evidéncias de que a reduzida biodisponibilidade
destas substancias esta associada a um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). O NO atua fisiologicamente ativando a miosina fosfatase, que desfosforila a quinase da
cadeia leve de miosina (MLCK) favorecendo o relaxamento dos musculos lisos vasculares. Desta
forma, a deficiéncia de NO prejudica o relaxamento vascular aumentando a probabilidade de
desenvolvimento de fatores de risco para a doenca cardiovascular como a hipertensao arterial, entre
outros. Assim, existe a necessidade do desenvolvimento de modelos experimentais que simulem a
obesidade induzida por uma dieta com balanco energético positivo, para que o tratamento das
disfuncdes organicas induzidas pela obesidade possa ser estudado. O objetivo deste estudo foi avaliar
a reatividade vascular e alteracbes morfoldgicas da artéria de ratos feitos obesos por uma dieta
hiperlipidica associada ao consumo de frutose. A frutose foi adicionada com o objetivo de manter a
glicemia e potencializar os efeitos do excesso de lipideos da dieta no acumulo de gordura corporal.
Devido ao alto metabolismo hepatico e renal estimulado pela dieta hiperlipidica e a associa¢do com a
frutose, também foi avaliado o efeito desta dieta sobre os tecidos renal e hepatico, na sua morfologia

e funcao.



3. OBJETIVO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar as alteragdes morfofuncionais das artérias aorta e
mesentérica superior de ratos feitos obesos por uma dieta hiperlipidica associada a frutose.

Paralelamente, avaliamos o efeito desta dieta na funcdo e morfologia renal e hepética.

Os objetivos especificos foram:

- Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica associada a frutose sobre o relaxamento dependente e
independente do endotélio e sobre a histoarquitetura destes leitos vasculares;

- Avaliar a consequéncia de uma dieta hiperlipidica para a funcéo e estrutura do tecido hepatico

e renal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e Protocolos Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar a partir da quarta semana de vida, provenientes do Centro
Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - UNICAMP,
Campinas, SP), os quais ficaram alojados pelo menos por uma semana no biotério da Universidade
S0 Francisco em gaiolas coletivas. Agua e ragdo padrdo ou hiperlipidica foram fornecidas ad
libitum. O biotério dispbe de ciclo claro/escuro (12/12 h). Os protocolos experimentais encontram-se
aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Universidade Sdo Francisco (protocolo n°
004.06.11).

4.2. Modelo Experimental — Ratos Obesos

4.2.1 Inducdo da obesidade por dieta hiperlipidica associada a sobrecarga de frutose

A obesidade foi induzida pela associagdo de uma dieta hiperlipidica e uma sobrecarga de
frutose (100 mg/ml — Synth). A dieta hiperlipidica foi adquirida comercialmente (Prag SolucGes
Biociéncias, Jau, SP) e forneceu 5,5 Kcal/g, sendo 59% sob a forma de lipideos, 18% sob a forma de
proteinas e 23 % sob a forma de carboidratos. Como padrdo foi utilizada racdo para animais de
laboratério Labina (Purina) que forneceu 3 Kcal/g sendo 40% sob a forma de carboidratos, 3,8 % sob
a forma de lipideos e 26,5% sob a forma de proteinas. Os animais foram tratados com dieta
hiperlipidica + frutose a partir da 4% semana de vida. A dieta hiperlipidica foi oferecida por um total
de 12 semanas. O peso corporal foi controlado semanalmente e a ingestdo alimentar e hidrica
diariamente. Ao final do estudo, foi feita a avaliacdo do peso corporal total dos animais e apos o
sacrificio, a gordura epididimal foi isolada e pesada para analise do acimulo de tecido adiposo dos

grupos.
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4.3. Teste de Tolerancia a Glicose e Perfil Lipidico

O teste de tolerancia a glicose foi realizado apds jejum de 14 horas. Durante o periodo de
jejum, os animais tiveram livre acesso a dgua de beber, sem adicdo de frutose.

Para o teste de tolerancia a glicose, foi coletado sangue capilar, a partir da cauda dos ratos. Foi
feita a primeira coleta em jejum. Em seguida foi feita a administragdo de uma dose de dextrose e
amostras de sangue foram entdo coletadas 10, 20, 30, 40 e 60 minutos apds a sobrecarga com
dextrose. As concentragdes de glicose foram medidas através de um glicosimetro (ACCUCHEK
OneTouch Ultra; Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA).

Para a avaliacdo do perfil lipidico, os animais foram anestesiados com halotano e através de
uma incisdo longitudinal no abdomen do animal foi coletado o sangue arterial (7ml), pelo ramo
descendente da artéria aorta. O sangue foi coletado em heparina para obtencdo do plasma, ou em tubo
seco para obtencdo do soro. Sangue total coletado em heparina foi utilizado para contagem de células
sanguineas da série vermelha e branca. A contagem de hemacias, hemoglobina, plaqueta e leucocitos
foram realizados em contador hematologico (Coulter T540, Sysmedlab, EUA). A contagem de
hematocrito foi realizada apds centrifugacdo do capilar contendo a amostra, em escala de
porcentagem com graduacgdo de 1%. Os niveis de colesterol total (CT) e triglicerideos (TG) foram
medidos por método enzimatico utilizando-se kit especifico (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).
Em modelos animais de obesidade, a gordura epididimal tem sido correlacionada com a gordura

abdominal em humanos.

4.4 Avaliacdo da Funcdo Hepatica e Renal

As amostras de soro e plasma foram obtidas como descrito na secdo anterior para a avaliagcdo
do perfil lipidico.

A funcédo hepatica foi avaliada pela dosagem dos niveis séricos de ALT e albumina, utilizando
Kits especificos (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).

A funcéo renal foi avaliada pela dosagem dos niveis plasmaticos de creatinina e ureia, também
através de Kits especificos (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).
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4.5. Avaliacdo Funcional das Artérias Aorta e Mesentérica Superior

As artérias aorta e mesentérica superior foram isoladas e imediatamente colocadas em solucéo
de Krebs-Ringer. Apds remogdo dos tecidos gordurosos e conjuntivo, cortes transversais foram feitos
para a obtencdo de anéis das artérias.

As artérias isoladas foram montados em midgrafos para 6rgdo isolado de 5 ml contendo solugédo
de Krebs-Ringer (composicdo em mM: NaCl: 118; NaHCO,: 25; glicose 5,6; KCI: 4,7; KH,PO,: 1,2;
MgS0,.7H,0: 1,17 e CaCl,.2H,0: 2,5), aquecida a 37°C e borbulhada com 95% de O, e 5% de CO..
Os tecidos foram montados entre dois ganchos de metal, sendo um deles fixo e o outro conectado a
um transdutor de forca. Foi aplicada uma tensdo inicial de acordo com os tecidos e periodicamente
ajustada até a estabilizacdo de tensdo dos mesmos. As alteracdes de tensdo foram medidas por
transdutores isométricos e registradas em sistema PowerlLab de aquisicdo de dados (software versao
4.2, AD Instruments, MA, EUA).

Nas artérias, para avaliar o relaxamento dependente do endotélio, curvas concentracdo-efeito
para o0 agonista acetilcolina (estimulador da liberacdo do NO endotelial) foram obtidas nos diferentes
grupos experimentais. O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através de uma dose
Unica do doador de oOxido nitrico, nitropussiato de sédio (1uM), em anéis de artéria aorta e de
mesentérica sem remocdo fisica do endotélio vascular. As respostas de relaxamento foram obtidas em
anéis pré-contraidos com fenilefrina.

A curva concentracdo-efeito a acetilcolina foi obtida através do aumento cumulativo das

concentracdes da droga utilizada em meia unidade logaritmica entre doses sucessivas.

4.6 Avaliacdo Morfoldgica da Artéria Mesentérica, Rim e Figado

Cortes de anéis de 3 a 5 mm da artéria mesentérica, o rim e fragmentos do figado dos animais
foram coletados e fixados em paraformaldeido 4% em tampao fosfato (pH 7.4), “overnight”, e
posteriormente desidratados em série crescente de etanol; 50% (1h), 70% (“overnight™), 80%, 95% e
100% (15 min. cada). Em seguida o material foi diafanizado em etanol + xilol (10 min.) e xilol 100%

(15 min.), e infiltrado em xilol + parafina (15 min.), parafina pura (2h + 1h), para incluséo.
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As seccOes histoldgicas (5 um) obtidas foram desparafinizadas, hidratadas e coradas com
Hematoxilina, por 5 min. e Eosina, por 3 min (HE). As laminas foram lavadas em &gua de torneira e
desidratadas em série crescente de etanol, montadas com Balsamo do Canadé sintético e analisadas
em microscopio optico Olympus BX51-PH-I11 (Olympus OpticalCo., Téquio, Japao).

4.7 Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (S.E.M) para n experimentos.
Quando apropriado, foram realizadas andlises de variancia (ANOVA two-way) para determinacéo das
diferencas entre os grupos e pés-teste de Tuckey, utilizando o programa Graph Pad Prism 3.0, e foi

adotado um nivel de significancia de P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Peso Corporal Inicial e Final

Antes da administracdo da dieta hiperlipidica, os animais foram divididos aleatoriamente entre
grupo controle e grupo dieta e o peso corporal inicial foi avaliado. O peso corporal dos animais no
inicio do estudo foi de 113 + 6 g para o grupo controle e de 110 + 6 g para o grupo dieta hiperlipidica
+ frutose. Apds as 12 semanas de estudo, o peso corporal do grupo controle foi de 414 + 15 g
enquanto que no grupo de ratos que receberam dieta hiperlipidica associada a ingestdo de frutose 0

peso corporal final foi de 504 £ 17 g.
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Figura 1. Peso corporal dos ratos dos grupos controle e obesos, antes e apds 12 semanas de estudo.

Os dados representam a média + EPM de 5 ratos. ***P<0.001 comparado ao grupo controle.
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5.2. Gordura Epididimal

Em modelos animais de obesidade, a gordura epididimal tem sido correlacionada com a
gordura abdominal em humanos. Apo6s o sacrificio, a gordura epididimal foi removida e pesada,
como um indice do percentual da gordura corporal. Foi observado que a dieta hiperlipidica associada
a frutose produziu aumento significativo da gordura epididimal (18,76 + 2,11 g para 0 grupo obeso),
quando comparado ao grupo controle (6,79 + 1,20 g; Figura 1).
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Figura 2. Gordura epididimal dos ratos dos grupos controle e obesos, apds 12 semanas de estudo. Os

dados representam a média + EPM de 5 ratos. ***P<0.001 comparado ao grupo controle.
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5.3. Teste de Tolerancia a Glicose (TTG)

Ao final do estudo e antes do sacrificio, os animais foram submetidos a um teste de toleréncia a
glicose. Observamos que a glicemia de jejum foi igual entre os grupos (92+6 e 78+17 mg/dl, para os
grupos controle e obeso, respectivamente). Apds a sobrecarga com dextrose, a glicemia foi
mensurada apos 10, 20, 30, 40 e 60 minutos da ingesta. A figura 3 mostra que o perfil da curva
glicémica é igual entre os grupos nos tempos de 10, 20, 30 e 40 minutos. No entanto, ap6s 60 minutos
da sobrecarga, a glicemia é significativamente maior no grupo obeso comparado ao grupo controle
(Figura 3).
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Figura 3. Glicemia de jejum e teste de tolerancia a glicose nos ratos controle e obesos. Os dados

representam a meédia £ EPM de 5 ratos. *P<0.05 comparado ao grupo controle.
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5.4 Avaliagdo Hematologica

Neste estudo também avaliamos a influéncia da dieta sobre a composicdo do sangue dos
grupos controle e obesos. Observamos que 0 grupo obeso apresentou nimero similar de leucécitos e
plaquetas (Figura 4) e reducédo significativa do nimero de hemécias, hemoglobina e hematdcrito
(Figura 5).
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Figura 4. Contagem de leucécitos e plaquetas no sangue de ratos controle e obesos. Os dados
representam a media + EPM de 4 ratos.
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Figura 5. Contagem de hemaécias, hemoglobina e hematdcrito no sangue de ratos controle e obesos.
Os dados representam a média + EPM de 4 ratos. *P<0.05 e ***P<(0.001 comparado ao grupo

controle.
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5.5. Perfil Lipidico

Apobs 12 semanas de tratamento, ndo foi observada alteracdo no colesterol total (45 + 4 e 39 +
4 mg/dl, para controle e obeso, respectivamente). Entretanto, houve aumento significativo dos
triglicérides do grupo obeso (81 + 6 mg/dl) comparado ao grupo controle (55 + 6 mg/dl; Figura 6).
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Figura 6. Dosagem do colesterol total e triglicérides. Os dados representam a média + EPM de 5

ratos. *P<0.05 comparado ao grupo controle.
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5.6. Reatividade da Artéria Mesentérica e Aorta

A reatividade vascular foi avaliada através do relaxamento dependente de endotélio através da
curva concentracdo-efeito a acetilcolina (1nM — 10 uM; Figura 7) e do relaxamento independente de
endotélio através da dose Unica de nitropussiato de sodio (1 pM; Figura 8), na artéria mesentérica e
aorta. Observamos que a dieta hiperlipidica associada a frutose produziu reducdo significativa da
poténcia da acetilcolina na artéria mesentérica, mas ndo na artéria aorta. Similarmente, a resposta
maxima da acetilcolina foi significativamente reduzida na artéria mesentérica do grupo obeso (Emax:
52 + 12%) comparado ao grupo controle (Emax: 100 £ 13%). N&o houve alteragcdo de resposta
maxima a acetilcolina na aorta dos animais (Controle: 95 + 1; Obeso: 67 £15).
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Figura 7. Curva concentracdo/efeito a acetilcolina nas artérias mesentérica e aorta de ratos controle e
obesos. Os dados representam a média + EPM de 3 a 4 ratos.
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O relaxamento maximo induzido pelo doador de NO, nitropussiato de sodio (SNP) ndo foi

alterado nem na artéria mesentérica nem na aorta dos ratos tratados com a dieta hiperlipidica (Figura

8).
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Figura 8. Relaxamento induzido pelo nitropussiato de sdédio (SNP) nas artéria mesentérica e aorta de
ratos controle e obesos. Os dados representam a media + EPM de 3 a 4 ratos.
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5.6.1 Avaliacdo morfoldgica da artéria mesentérica

Em seguida, avaliamos a morfologia da artéria mesentérica de ratos do grupo controle e obesos.
N&o foram observadas alteragdes morfoldgicas em nenhuma das 3 tunicas da artéria mesentérica no
grupo obeso em comparagdo ao grupo controle.

Figura 9. Corte histoldgico da artéria mesentérica e aorta de ratos controle (A) e obesos (B),
mostrando as tunicas intima (seta - endotélio vascular), média (TM - musculatura lisa vascular) e

adventicia (TA - tecido conjuntivo). Aumento de 40x.
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5.7 Avaliacao da Funcdo Hepética

Foi também avaliado o efeito da dieta hiperlipidica na funcdo hepética dos ratos, através da
dosagem dos niveis séricos de albumina e alanina aminotransferase (ALT). Os resultados da figura 9
mostram que a dieta hiperlipidica associada a frutose por 12 semanas ndo alterou os niveis séricos de
albumina e ALT.
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Figura 10. Dosagem do nivel plasmético de albumina e alanina aminotransferase (ALT) em ratos
controle e obesos, como indicativo da funcdo hepética. Os dados representam a média + EPM de 5

ratos.

24



5.7.1. Avaliacdo morfoldgica do figado

Além da funcdo hepética, foi avaliada a histologia do tecido hepatico. Foi observado acumulo
lipidico no figado dos animais obesos (seta) (Figura 11).

Figura 11. Corte histoldgico do figado de ratos controle (A) e obesos (B), mostrando o acimulo de
lipideos no figado dos ratos obesos (seta). * Hepatdcito, (V) veia centrolobular, ** capilar sinusoide.
Aumento de 40x.
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5.8. Avaliagéo da Funcéo Renal

Os niveis plasmaticos de creatinina e ureia foram dosados como indice da funcéo renal para

avaliacdo do efeito da dieta hiperlipidica sobre os rins. Ndo foram observadas alteracfes nos niveis
plasmaticos de creatinina e ureia (Figura 12).
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Figura 12. Avaliacdo da funcdo renal de ratos do grupo controle e obesos. Os dados representam a
média + EPM de 5 ratos.
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5.8.1. Avaliacdo morfolégica dos rins

Além da funcdo renal, foi avaliada a histologia dos corplsculos e glomérulos renais. A dieta
hiperlipidica ndo produziu alteracdo estrutural no tecido renal avaliado (Figura 13).

Figura 13. Corte histolégico do rim de ratos do grupo controle (A) e obesos (B) mostrando o
corpusculo renal: espaco subcapsular (seta), folheto parietal e visceral da capsula de Bowman (*),
glomérulo renal (**). Aumento de 40x.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, avaliamos o efeito da obesidade induzida por uma dieta hiperlipidica associada a
ingestdo de frutose sobre a morfologia e reatividade vascular além de paralelamente avaliar o efeito
desta dieta sobre a morfologia e funcéo renal e hepatica.

Ao final de 12 semanas de estudo foi observado maior ganho de peso corporal nos animais
tratados com a dieta hiperlipidica, mostrando que a dieta hiperlipidica associada a frutose foi capaz
de produzir um modelo experimental de obesidade baseado em um balango energético positivo.

Além disso, apds as 12 semanas de dieta e antes do sacrificio, os animais foram mantidos em
jejum por 14 horas e entdo submetidos a um teste de tolerancia a glicose. Observamos que a glicemia
de jejum foi igual entre os grupos, indicando que o tratamento com a dieta hiperlipidica + frutose por
12 semanas induziu obesidade sem o aparecimento concomitante do diabetes, que seria revelado pela
alta glicemia de jejum. Apds a sobrecarga com glicose, a glicemia foi mensurada apds 10, 20, 30, 40
e 60 minutos. Os resultados revelam que apenas apds 60 minutos da sobrecarga, a glicemia é
significativamente maior no grupo obeso, sugerindo o inicio da resisténcia a insulina apos 12
semanas de tratamento com a dieta hiperlipidica + frutose. Isto é de particular interesse para se
estudar os efeitos da obesidade, independente dos efeitos do diabetes.

Em modelos animais de obesidade, a gordura epididimal tem sido correlacionada com a
gordura abdominal em humanos. Como a gordura abdominal é referéncia a propensdo para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, o aumento da gordura epididimal sugere que este
modelo pode ser propicio aos distdrbios cardiovasculares decorrentes da obesidade. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para confirmar esta hipotese (TENG et al, 2011).

Neste estudo também avaliamos a contagem de células vermelhas, hematdcrito e hemoglobina,
além da contagem de leucocitos e plaquetas. Observamos reducdo nos parametros avaliados da série
vermelha, sem alteracdo no nimero de leucdcitos e plaquetas. Estudo recente demonstra que o
tratamento com a eritropoietina, horménio responsavel pela sintese de hemécias, promove menor
ganho de peso corporal em modelos de obesidade em camundongos, que possivelmente decorre de
alteracdes no metabolismo da glicose e sensibilidade a insulina (KATZ et al., 2010). Outro estudo
mostrou que camundongos com deficiéncia de receptores de eritropoetina desenvolvem obesidade e
resisténcia a insulina, sugerindo uma relagdo importante entre células sanguineas vermelhas,

metabolismo energético e composi¢do corporal (TENG et al, 2011) e o tratamento com medias e altas
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doses eritropoetina melhoram a glicemia de jejum e a toleréncia a glicose (FOSKETT et al., 2011).
Desta forma, podemos especular que a menor quantidade de hemacias e hemoglobina pode, ao menos
em parte, ter um papel importante no ganho de peso destes animais.

Adicionalmente, dietas ricas em carboidratos ou gorduras estdo associadas a elevacdo de
lipideos séricos (TENG et al, 2011). Nossos dados mostram que os ratos tratados com dieta
hiperlipidica + frutose apresentaram elevacdo nos niveis de triglicérides sem alteracdo na
concentracdo de colesterol total. Embora muitos estudos correlacionem dietas hiperlipidicas e
hipercaléricas ao aumento dos lipideos séricos, outro estudo em ratos mostrou que uma dieta
hiperlipidica alterou parametros cardiovasculares sem alterar os niveis de colesterol total, das fracbes
HDL e LDL e de triglicérides (AGUILA et al., 1997). Nds especulamos que o aumento dos
triglicérides observado seja em funcédo do tipo de lipideo contido na dieta.

A obesidade também representa um risco para o desenvolvimento de doencas renais e
hepaticas. O risco de desenvolvimento de doenca renal cronica com a obesidade pode ocorrer em
funcéo da ocorréncia de outras comorbidades, como diabetes mellitus e hipertensdo arterial, ou pode
ser considerada como fator de risco renal independente (GUEDES et al., 2010). No nosso estudo, nos
avaliamos a funcdo renal através da concentracdo plasmatica de creatinina e ureia, produtos de
excrecdo metabdlica que sdo filtradas pelo rim, cujo acimulo plasmatico representa ma filtracao renal
e, portanto, deficiéncia renal. Também avaliamos a morfologia dos rins. N&o foi observada alteracédo
funcional ou morfoldgica nos rins dos ratos tratados com a dieta hiperlipidica associada a frutose, o
que sugere gque a ocorréncia de lesdo renal em consequéncia da obesidade é tardia e provavelmente
secundaria a outras ocorréncias ndo observadas neste grupo de animais obesos. Adicionalmente,
avaliamos funcional e morfologicamente o figado dos animais submetidos a dieta hiperlipidica +
frutose. Dados da literatura revelam que a obesidade é um importante fator de risco para a doenca
hepéatica gordurosa (esteatose) ndo alcoolica (BITENCOURT et al., 2007). Avaliamos os niveis
séricos de albumina e ALT, como marcadores de disfuncdo hepatica. Nao foi observada alteracdo nos
niveis de albumina e ALT nos animais submetidos a dieta hiperlipidica. Por outro lado, houve
aumento na gordura observada através dos cortes histologicos de figado dos ratos obesos. Dados com
humanos obesos e submetidos a cirurgia bariatrica mostram reducédo dos niveis séricos de albumina e
aumento dos niveis séricos de ALT em figados com esteatose hepatica ndo alcodlica (BITENCOURT
et al., 2007). Nossos dados sugerem o desenvolvimento da esteatose hepatica ndo alcodlica em ratos

obesos, mas ainda sem o comprometimento da sua funcdo, que provavelmente € um evento tardio.
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Além da fungdo renal e hepética, a reatividade vascular foi avaliada através do relaxamento
dependente de endotélio através da curva concentragdo-efeito a acetilcolina (1nM — 10 uM) e do
relaxamento independente de endotélio através da dose Unica de nitropussiato de sodio (1 pM), na
artéria mesentérica e aorta. Observamos que a dieta hiperlipidica associada a frutose produziu
reducdo significativa da poténcia da acetilcolina na artéria mesentérica, mas ndo na artéria aorta.
Similarmente, a resposta maxima da acetilcolina foi significativamente reduzida na artéria
mesentérica (mas ndo na aorta) do grupo obeso. Por outro lado, o relaxamento independente de
endotélio produzido pela dose Unica de nitropussiato de sédio ndo foi alterado pelo tratamento com a
dieta hiperlipidica. Estes dados mostram que a obesidade induziu disfuncdo vascular que ndo esta
associada a danos ou disturbios na resposta intracelular da musculatura lisa, uma vez que a resposta
independente de endotélio ndo foi prejudicada pelo tratamento com a dieta hiperlipidica. Este dado
corrobora estudos prévios que mostram reducdo do relaxamento dependente do endotélio sem
alteracdo do relaxamento independente de endotélio, em modelos de obesidade (DE MORAES et al.,
2007; 2008) e outros modelos de fatores de risco para a doenca cardiovascular, como hipertenséo
arterial (PRIVIERO et al., 2007) e diabetes (ZECCHIN et al., 2008). Adicionalmente, a analise
morfologica da artéria mesentérica mostra que a camada média do vaso estava preservada no grupo
obeso, comparado ao controle. Além disso, a camada intima da artéria mesentérica também estava
preservada no grupo obeso, o que sugere que o relaxamento dependente do endotélio prejudicado no
grupo obeso ndo esta associado a danos na camada endotelial, mas provavelmente a uma reducédo na
biodisponibilidade do oOxido nitrico. Estudo prévio mostrou reducdo dos niveis da enzima
antioxidante SOD-1 na artéria mesentérica de ratos tratados com dieta hipercalérica (DE MORAES et
al., 2008). Mais estudos avaliando a expressdo de enzimas oxidantes e antioxidantes devem ser
realizados para tentar elucidar as causas da reducdo do relaxamento dependente de endotélio.

Em resumo, nossos dados mostram que a dieta hiperlipidica associada a frutose induziu
obesidade, associada a um maior acumulo de tecido adiposo e ao surgimento de esteatose hepética
ndo alcoodlica, sem comprometimento da funcdo hepéatica. Também foi observado um prejudicado
relaxamento vascular dependente do endotélio, antes do surgimento do diabetes ou

hipercolesterolemia.
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7. CONCLUSAO

Em conclusédo, nosso tratamento foi eficiente em produzir um modelo de obesidade em ratos,
com disfuncdo vascular ndo relacionada a diabetes ou desenvolvimento de aterosclerose. Mais
estudos estdo sendo realizados para avaliar as alteracfes estruturais/ morfoldgicas deste tratamento,
no tecido vascular e hepatico.
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