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RESUMO
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A obesidade, assim como o estresse, constituem-se em fatores de risco para a
mortalidade e morbidade cardiovasculares. Embora haja relatos sobre alteracdes de
reatividade vascular em individuos obesos e expostos ao estresse, isoladamente, torna-
se imprescindivel, para a avalia¢éo de risco cardiovascular, o conhecimento da resposta
vascular adaptativa ao estresse em condicdo de obesidade estabelecida. Assim, o
objetivo foi avaliar os efeitos da obesidade induzida por dieta sobre a resposta vascular
adaptativa ao estresse agudo de imobilizacdo em ratos adultos. Para tanto, foram
utilizados ratos machos Wistar, separados em 4 grupos: controle e estresse que
receberam dieta padrdo; e obeso e obeso/estresse que receberam dieta hipercalérica
durante 15 semanas. A obesidade foi determinada pelo indice de adiposidade:
[(gorduras epididimal+retroperitoneal+visceral)/peso corpéreo final]x100. O peso
corpéreo foi avaliado semanalmente. O consumo das dietas foi calculado diariamente
para a determinacdo da ingestdo alimentar, ingestdo caldrica e eficiéncia alimentar. A
pressao arterial sistdlica foi aferida durante o protocolo de obesidade. Foi realizado
também o teste de tolerdncia a insulina e a glicose. ApGs o periodo de 15 semanas os
animais do grupo estresse e obeso/estresse foram submetidos ao estresse agudo de
imobilizacdo por 2 horas. Imediatamente apds o término da sessdo de estresse, 0s
animais foram decapitados e a aorta toracica, as gorduras epididimal, retroperitoneal e
visceral foram retiradas. Curvas a noradrenalina, na presen¢a ou auséncia de prazosin
ou L-NAME, curvas ao KCI e curvas ao calcio foram obtidas em anéis de aorta toracica,
com (+E) e sem endotélio (-E). Avaliou-se a reatividade vascular: resposta maxima (RM)
e concentracao eficaz de 50% (EC50). O indice de adiposidade, a ingestdo caldrica, a
eficiéncia alimentar, e o peso das gorduras epididimal, retroperitoneal e visceral foram
maiores nos animais que ingeriram a dieta hipercal6rica. A obesidade ndo determinou
alteracBes de pressao arterial e do perfil glicémico avaliado no teste de toleréncia a
insulina e a glicose. O estresse, mas ndo a obesidade, determinou diminuicdo da RM a
noradrenalina em aorta +E, sem alterar os valores de EC50. A obesidade e a presenca
de L-NAME, mas ndo a presenca de prazosin, aboliram as alteracdes de RM a
noradrenalina induzidas pelo estresse. O estresse determinou resposta vascular
adaptativa, caracterizada por hiporreatividade a noradrenalina, dependente da
integridade do endotélio e abolida pela obesidade. Esta resposta adaptativa resultou,
provavelmente, de um aumento da atividade do sistema éxido nitrico endotelial via
ativagcdo de adrenoceptores-o, pela noradrenalina e ativagdo dos canais de K,
endoteliais pelo 6éxido nitrico. Ainda, o aumento na biodisponibilidade do 6xido nitrico
parece resultar em uma diminuicdo do Ca?* intracelular através da estimulacdo da Ca*
ATPase do reticulo sarcoplasmatico independente de GMPc. A capacidade de gerenciar
a resposta vascular ao estresse mostra-se comprometida em condicdo de obesidade
estabelecida o que pode resultar em aumento do risco cardiovascular nessas condicdes
em associacao.

Palavras-chave: obesidade, dieta hipercalrica, estresse agudo, reatividade vascular,
endotélio.
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Obesity, as well as stress, constitute a risk factors for cardiovascular morbidity
and mortality. Although there are reports on vascular reactivity alterations in obese
subjects and those exposed to stress, isolated, it becomes essential for the
cardiovascular risk assessment, the knowledge of the circulatory adaptation to acute
stress and its mechanisms in subjects with established obesity. Thus, the objective was
to evaluate the effects of diet-induced obesity on vascular adaptive response to acute
immobilization stress in adult rats. In this way, male Wistar rats were separated into 4
groups: control and stressed that received standard diet, and obese and obese/stress
that received high calorie diet during 15 weeks. Obesity was determined by the
adiposity index: [(epididymal fat + retroperitoneal fat + visceral fat) / final body weight]
x100. Body weight was measured weekly. The consumption of diets was calculated
daily to determine food intake, energy intake and feed efficiency. Systolic blood
pressure was measured during the protocol of obesity. The glicemic profile was
investigated by the glucose tolerance test and the insulin resistence test. After 15
weeks the animals in group stress and obese/stress were subjected to acute
immobilization stress for 2 hours. The animals were decapitated and the thoracic aorta,
epididymal fat, retroperitoneal fat and visceral fat were removed. Curves to
noradrenaline, in the absence or presence of prazosin or L-NAME, KCI and calcium
were obtained in rings of thoracic aorta with (+E) and without endothelium (-E). We
evaluated the vascular reactivity: maximum response (MR) and effective concentration
50% (EC50). The index of adiposity, calorie intake, feed efficiency and weight of
epididymal fat, retroperitoneal and visceral fat were higher in rats consuming the high
calorie diet. Obesity did not determine changes in blood pressure and glucose profile
measured in tolerance insulin and glucose tests. Stress, but not obesity, measurement
change from RM to noradrenaline in aorta +E, without altering the EC50 values.
Obesity and the presence of L-NAME, but not the presence of prazosin, abolished the
changes of RM to noradrenaline induced by stress. This vascular adaptive response to
stress was shown to be dependent on endothelium integrity and seems to be a result of
increased endothelial nitric oxide activation through a,-adrenoceptors and subsequent
activation of K., channels by the endothelial nitric oxide. Moreover, the increase in nitric
oxide bioavailability induces decrease in intracellular Ca** through sarcoplasmic
reticulum Ca*" ATPase stimulation, independent of cGMP. In conclusion, the way to
cope with the vascular response to stress is impaired in established obesity, resulting
in increased cardiovascular risk during these conditions in association.

Keywords: obesity, diet hipercaloric, acute stress, vascular reactivity, endothelium.
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A obesidade é uma doenca cronica metabdlica caracterizada pelo
acumulo excessivo de tecido adiposo em relacdo a massa magra tecidual, tal
doenca pode afetar desfavoravelmente a saude. Atualmente a obesidade é
vista como um dos maiores problemas de saude publica e ndo se acha
confinada apenas em paises da Europa e América, mas também na Asia,
Africa e Oceania, ou seja, afeta tanto paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento (Kopelman, 2000; O' Brien and Dixon, 2002; Ogden, 2006). O
namero de individuos com sobrepeso vem crescendo mundialmente e ja
representa mais de um bilhdo de pessoas, desta populacdo mais de 30%
podem ser consideradas obesas (World Healt Organization, 2006). No Brasil,
aproximadamente 40 milhGes de pessoas apresentam sobrepeso, e dentre elas
10,5 milhdes sédo obesas. Estima-se que em 2020 mais de 20% da populacao
do Brasil estarda acima do peso, sendo que nos Estados Unidos a situacédo €
ainda mais grave e poderd chegar a mais de 40% (Kopelman, 2000; IBGE,
2003).

A obesidade esta vinculada ao aumento da mortalidade (Flegal et al.,
2007) reducao na expectativa de vida (Fontaine, 2003) e pode acarretar em
diversas disfuncdes: diabetes mellitus tipo 2, aumento de certos tipos de
cancer, complicacdes respiratorias (apnéia do sono), osteoartrites (Kopelman,
2000) aumento de leptina plasmatica (Kuniyoshi et al., 2003), dislipidemia
(Kopelman and Albon, 1997), doenga arterial coronariana, insuficiéncia
cardiaca, fibrilacdo atrial (Malnick and Knobler, 2006; Poirier et al., 2006),
retencdo de sédio e expanséo do fluido extracelular (Hall, 1997; Pawloski et

al.,1992).
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A elevacdo da demanda metabdlica induzida pelo excesso de peso
corporal causa alteracbes hemodinamicas, como aumento da frequéncia
cardiaca, do volume total sangiiineo, do retorno venoso, do débito cardiaco e
alteragOes vasculares (Schmieder and Messerli, 1987; Poirier et al., 2006).
Dentre as alteracdes vasculares estdo: a reducdo de oOxido nitrico (NO), o
aumento de endotelina-1 e a alteracdo de mdusculo liso vascular tanto a
agentes vasoconstritores quanto vasodilatadores (Acree et al.,, 2007). A
disfuncdo endotelial esta relacionada com a resisténcia a insulina, que acarreta
diminuicdo da biodisponibilidade de NO (Hsueh and Quinones, 2003). O grau
de disfuncédo endotelial € proporcional a severidade da resisténcia a insulina
(Schnyder et al., 2001). Estudos desenvolvidos em animais mostraram que a
dieta hipercalorica provoca alteracdes no perfil lipidico e acarreta um
desequilibrio nas respostas vasculares de relaxamento (Naderali et al., 2001).
Corroborando estes achados, Moraes et al. (2008) mostraram disfuncdo nas
respostas a acetilcolina em anéis de artéria mesentérica. Ainda, Fatani et al.
(2007) relataram que animais expostos a alimentacdo hipercaldrica
desenvolvem hiperreatividade vascular a noradrenalina.

A angiotensina Il (ANG II) é um importante fator para desenvolvimento da
hipertensdo e o aumento do efeito vasoconstritor e dos niveis plasmaticos de
ANG Il tem sido mostrado em humanos e animais obesos (Jeunemaitre et al.,
1992; Nielsen et al., 2004; Zhang et al., 2005). Ratos submetidos a dieta
hipercal6rica mostraram um aumento de reatividade da aorta a ANG Il (Mundy
et al.,, 2007). Ainda, individuos obesos mostram atividade nervosa simpatica

aumentada e fluxo sanglineo muscular diminuido (Ribeiro et al., 2001). Estas

23



evidéncias sugerem a ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona e
do sistema nervoso autbnomo simpatico como chave dos mecanismos da
hipertensdo arterial na obesidade e de outras desordens cardiometabdlicas
(Sharma and Engeli, 2006). Atualmente, a obesidade € reconhecida como uma
das maiores causas da hipertensdo arterial, e o ganho de peso pode
determinar importantes variagdes na resposta pressorica (Hall et al., 2000).

O estresse é um componente inevitavel da vida humana e, assim como a
obesidade, se constitui num fator de risco para a mortalidade e morbidade
cardiovasculares (Wilson et al., 2002; Player et al., 2007). Entre as respostas
adaptativas ao estresse sao descritos: diminuicdo da reatividade vascular a
noradrenalina (Manukhina et al., 1991; Navarro-Oliveira et al., 2000) e
reatividade aumentada a acetilcolina (Cordellini and Vassilieff, 1998) diminuicao
dos niveis de arginina no plasma (Milakofsky et al., 1993), aumento do RNAmM
para a oxido nitrico sintase (NOS) no nucleo paraventricular e cértex da adrenal
em ratos (Calzd et al.,, 1993; Tsuchiya et al.,1997) e aumento da
biodisponibilidade de NO na circulagcéo renal de coelhos (De Moraes et al.,
2004). As alteracoes de reatividade vascular induzidas pelo estresse mostram-
se dependentes da integridade do endotélio e da hiperatividade do sistema
Oxido nitrico endotelial (Cordellini and Vassilieff, 1998; Navarro-Oliveira et al.,
2000; Lanza Junior et al., 2007).

A literatura relata que, na presenca de obesidade associada, as respostas
fisiolégicas e comportamentais ao estresse podem estar aumentadas,
reduzidas, ou mesmo inalteradas quando comparadas as respostas na

auséncia desta condicdo (Levin et al., 2000; Buwalda et al., 2001; Agapitov et
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al., 2002; Legendre and Harris, 2006; Benson et al., 2008). Devido a estes
dados conflitantes, a relagéo entre o estresse e a obesidade merece maiores
consideracgdes, principalmente no que diz respeito a resposta vascular.

Com excecao de alguns estudos, poucos sdo os dados abordando
possiveis efeitos da obesidade sobre as respostas cardiovasculares
adaptativas ao estresse. Dentre estes efeitos foram descritos: recuperacéo
tardia da freqléncia cardiaca e da pressdo diastélica poOs-estresse em
mulheres obesas (Benson et al., 2008) e ratos espontaneamente hipertensos
(Sedova et al., 2004); e aumento da atividade do nervo simpatico muscular e
da resisténcia vascular durante o estresse mental em individuos obesos
(Kuniyoshi et al.,, 2003). Estes resultados sugerem que a obesidade pode
alterar significativamente o impacto de experiéncias estressogénicas sobre o
sistema cardiovascular. Entretanto, os mecanismos envolvidos nestas
alteracdes permanecem por ser elucidados.

Investigagbes abordando os efeitos da obesidade sobre as respostas
cardiovasculares adaptativas ao estresse em uma amostra de individuos
suficientemente grande para produzir resultados significativos tornam-se por
vezes impraticavel. Mesmo podendo ser realizada, esta investigacdo demanda
muito tempo antes dos resultados estarem disponiveis. Em tais situa¢des, um
modelo animal representa uma alternativa racional para o estudo dos efeitos da
obesidade sobre a resposta vascular adaptativa ao estresse e, embora néo
possa ser utilizado para fazer declaracdes inequivocas sobre os efeitos em
seres humanos, pode acrescentar de forma significativa para o conjunto de

evidéncias. Dessa maneira, o National Institutes of Health - USA, 2004
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reconhece a relevancia de pesquisas em modelos animais para diferentes
aspectos da obesidade. Seu plano estratégico para pesquisas nesta area inclui
a seguinte meta: "uso de modelos animais para determinar se a reducdo
sustentada de peso corpdéreo apds obesidade estabelecida afeta a morbidade e
a mortalidade, bem como o papel de macro e micronutrientes na dieta sobre o
metabolismo energético, vias de regulacdo centrais, apetite, composicdo
corplrea, entre outros". Ainda, a obesidade induzida por dieta em ratos tem se
mostrado Gtil como modelo para a obesidade humana, uma vez que estes
animais compartilham muitas caracteristicas da obesidade em humanos (Levin
et al., 1997).

Pelo exposto, o presente estudo tem por objetivo investigar possiveis
alteracOes na resposta vascular adaptativa ao estresse em ratos obesos e ndo
obesos e assim determinar se a habilidade de gerenciar o estresse difere em
condicao de obesidade. Tal estudo podera contribuir para a avaliagdo de risco

cardiovascular nestas condigbes em associacao.
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Investigar os efeitos da obesidade induzida por dieta sobre a resposta
vascular adaptativa ao estresse agudo de imobilizacdo em ratos. Ainda,
avancar na compreensdao dos mecanismos envolvidos na resposta vascular

adaptativa ao estresse de ratos obesos e ndo obesos.
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Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 30-45 dias de idade,
condicionados ao laboratério e provenientes do Biotério da UNESP-Botucatu. Os
ratos foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com temperatura
controlada (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro (12-12 h). As ofertas de racdo e agua
foram ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica na Experimentacdo Animal do IB-UNESP-Botucatu (protocolo 102/2009-
CEEA), por estarem de acordo com os Principios Eticos na Experimentag&o

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

Inducéo da obesidade

Ratos de 30-45 dias pesando 150 g em média foram, ao acaso, separados
em 04 grupos: controle, estresse, obeso, obeso/estresse. Os animais dos grupos
controle e estresse receberam, a partir deste momento, racao padrédo (RC Focus
1765) e os do grupo obeso e obeso/estresse receberam um ciclo de 04 dietas
hipercaloricas (RC Focus 2413, 2414, 2415 e 2416, Agroceres®, Rio Claro, S&o
Paulo, Brasil) nos sabores: queijo, chocolate, bacon e baunilha (Figura 1) que
foram oferecidas de forma rotativa diaria durante 15 semanas. O protocolo
alimentar foi adaptado de resultados obtidos no Laboratorio Experimental de
Cardiologia do Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Anténio Carlos Cicogna.

O consumo das dietas foi controlado diariamente.
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Figura 1- Foto das dietas hipercaléricas utilizadas para a indugédo da obesidade

Composicao das racdes padrao e hipercalérica

As racoes experimentais estdo de acordo com as especificacbes do guia
“Nutrient requirements of the laboratory rat” (The National Academy of
Sciences, 1995) para ratos de laboratoério. As dietas idealizadas no Laboratorio
Experimental de Cardiologia do Departamento de Clinica Médica, Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, foram padronizadas pela empresa Agroceres®
NutricAo Animal, Rio Claro, SP, Brasil. A racdo padrdo RC Focus 1765 é
composta dos seguintes ingredientes: fosfato bicalcico, 6leo de soja degomado,
cloreto de sodio, milho moido, aditivo antioxidante, farelo de soja, farelo de
trigo, farinha de carne e ossos, farinha de peixe, premix mineral e vitaminico.
As quatro dietas hipercaloricas apresentam a mesma composi¢cado nutricional,
sendo constituidas de cloreto de sodio, caseina, soro de leite em po,
concentrado protéico de soja, milho integral moido, farinha de bolacha, fosfato
bicalcico, carbonato de célcio, aditivo emulsificante, 6leo de milho, aditivos

antioxidante, premix mineral e vitaminico, entretanto diferem entre si pelo

composto flavorizante adicionado (queijo, chocolate, bacon e baunilha). A
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anélise nutricional foi realizada no Laboratério de Bromatologia (Agroceres®
Nutricdo Animal, Rio Claro, SP, Brasil) e estdo apresentadas nos quadros a

seqguir:

Quadro 1- Macronutrientes e micronutrientes das ragdes (%)

Racodes

Componentes Padréo Hipercaldrica*
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 42,7 26,4
Gordura 4,0 20,0
Minerais 9,0 10,0
Fibras 8,0 9,0
Umidade 12,0 12,5
Célcio 1,5 1,4
Fosforo 0,8 0,7
Calorias (Kcal/g) 2,95 3,65
% Calorias da proteina 29,8 21,9
% Calorias do carboidrato 57,9 28,9
% Calorias da gordura 12,3 49,2

*A dieta hipercalérica foi composta por rac¢des hipercaldricas idénticas
nutricionalmente, com excecado do aditivo flavorizante adicionado (queijo,
bacon, chocolate ou baunilha).
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Quadro 2- Perfil de aminoacidos das racoes (%)

Racoes

Aminoacidos Padrao Hipercalérica
Acido Aspértico 10,81 9,92
Acido Glutamico 20,12 18,99
Serina 5,23 5,06
Glicina 4,48 4,32
Histidina 2,50 2,43
Arginina 7,47 7,07
Treonina 3,38 4,01
Alanina 4,53 4,69
Prolina 5,93 5,80
Tirosina 3,34 3,48
Valina 5,05 5,33
Metionina 1,89 2,43
Cistina 1,63 1,85
Isoleucina 4,22 4,38
Leucina 7,78 7,96
Fenilalanina 5,01 5,01
Lisina 5,62 6,59

Triptofano 1,01 0,68




Quadro 3- Perfil de carboidratos das racdes (%)

Racdes

Carboidratos Padrao Hipercalérica
Raffinose 1,74 0,81
Maltose 1,07 1,60
Glicose Livre 0,82 1,63
Glicose 46,58 42,37
Frutose Livre 0,62 0,96
Frutose 20,93 16,46
Sacarose 8,83 11,57
Lactose 0,65 4,48
Fucose 0,17 0,15
Arabinose 5,55 6,78
Galactose 4,55 6,08
Xilose 5,47 4,27
Rhamnose 0,22 0,26
Manose 2,80 2,58

Inducéo do estresse - imobilizag&do aguda

Ao final das 15 semanas, 0s grupos de animais estresse e obeso/estresse
foram contidos, individualmente, em tubos metélicos a temperatura ambiente
de 25°C, por 2h (Figura 2). Nesta condicdo ha uma intensa restricdo dos
movimentos do animal, permanecendo somente 0s movimentos respiratérios. A
exposicao aguda em sessao Unica ao estresse foi realizada entre 11:00 e 13:00
h. Durante o periodo da sessdo de estresse, 0s animais que nao foram
submetidos ao estresse (controle e obeso) permaneceram em suas gaiolas a

temperatura ambiente de 25° C, sem racéo e agua. Ao término da sessdo os
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animais foram mortos em guilhotina para a remoc¢ao da gordura corporal e

aorta toracica.

Figura 2- Foto do tubo metalico com o rato contido em seu interior

Perfil nutricional

Peso e gordura corporal

O peso e a gordura corporal foram utilizados para a determinacdo do indice
de adiposidade. O peso corporal foi avaliado antes do inicio da introdugcédo das
dietas, padrdo e hipercalérica, e semanalmente até a morte dos animais
utilizando-se uma balanca digital Mettler® modelo Spider 2 (Toledo do Brasil
Industria de Balancas Ltda, Sdo Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brasil). A
gordura corporal dos ratos de todos os grupos foi analisada ao final das 15
semanas de inducdo da obesidade. Apds os animais serem decapitados, 0s
tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e visceral foram dissecados e
pesados. A gordura corporal total foi caracterizada pela soma dos trés depdsitos

de gordura.
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Caracterizagcao da obesidade

A obesidade foi determinada utilizando-se o indice de adiposidade. O indice
de adiposidade foi calculado através da relacdo: gordura corporal total x
100/peso corporal final. Diversos autores utilizam este indice para avaliar a
guantidade de gordura corporal em roedores (Levin et al., 2000; Carroll et al.,
2006; Boustany-Kari et al., 2007). Este método € facilmente realizado e permite

analisar os depdsitos de gordura corporal de maneira consistente.

Ingestao caldrica e eficiéncia alimentar

A ingestao calorica refere-se a quantidade em kcal consumida pelo animal.
Este parametro € obtido multiplicando-se o consumo semanal de racdo pelo
valor caldérico de cada dieta, respectivamente, 2,95 e 3,65 kcal para a dieta
padréo e hipercalorica.

A eficiéncia alimentar reflete a relacdo entre a energia ingerida e aquela
estocada. Assim, este parametro foi calculado considerando-se a soma total das

gorduras (visceral, epididimal e retroperitoneal) + ingestdo caldrica total.

Presséao arterial sistélica

Levando-se em consideracdo que 0s animais obesos podem apresentar
hipertensédo arterial sistémica (Dobrian et al.,, 2000; Boustany et al., 2004;
Smith et al., 2006) foi mensurada a presséo arterial sistélica (PAS). A PAS foi
aferida indiretamente por plestimografia de cauda, utilizando-se electro-
sphymomanometer, Narco Bio-System®, modelo 709-0610 (International

Biomedical, Inc, USA). Com a finalidade de produzir vasodilatacdo da artéria

36



caudal, os ratos foram previamente aquecidos, a temperatura de 40°C por 5
minutos, em uma caixa de madeira (50 x 40 cm) forrada com maravalha de
Pinus autoclavada. Ap6s o aquecimento, foi acoplado o sensor e 0 manguito
em torno da cauda do animal. O manguito foi insuflado ate atingir pressao de
200 mmHg e, posteriormente, desinsuflado. As pulsacdes arteriais foram
registradas em poligrafo Gould RS 3200 (Gould Instrumenta Valley View, Ohio,
USA). A PAS foi aferida 5 momentos durante o periodo de inducdo da
obesidade. O valor da PAS considerado foi a média de trés registros

consecutivos obtidos a intervalos de 1 minuto.

Resisténcia sistémica a insulina

Como os animais obesos podem apresentar resisténcia a acao da insulina
(Akiyama et al., 1996; Relling et al., 2006; Smith et al., 2006), foi analisado o
perfil glicémico apdés uma sobrecarga de insulina. A partir deste teste foi
possivel constatar se 0s ratos obesos apresentavam niveis glicémicos
elevados em relacdo ao grupo de animais que ingeriram dieta padrao apos
infusdo de insulina. As coletas sanguineas, na artéria caudal, foram realizadas
na condicao basal apdés um periodo de jejum de 6 horas e apds administracao
intraperitoneal de insulina regular (Novolin® R, Novo Nordisk, Bagsvaerd,
Denmark), equivalente a 1,5 Ul/kg. As amostras sanguineas foram coletadas
nos momentos 0, considerado condicdo basal e apés 5, 10, 15, 20, 25 e 30
minutos da administracdo da insulina. A mensuracdo dos niveis glicémicos foi
realizada com glicosimetro portatil Accu-Chek GO Kit (Roche Diagnostic Brazil

Ltda, Sao Paulo, Brasil).
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Intoleréncia a glicose

Como os animais obesos podem apresentar niveis glicémicos normais em
condi¢cdes basais, foi analisado o perfil glicémico ap6s uma sobrecarga de
glicose. A partir deste teste foi possivel constatar se os ratos obesos
desenvolveram intolerancia a glicose, isto e, se apresentavam niveis de
glicemia elevados em relacdo ao grupo que ingeriu dieta padrdo apds a
sobrecarga de glicose. As coletas de sangue, na artéria caudal, foram
realizadas na condicdo basal apdés um periodo de jejum de 6 horas e apds
administracao intraperitoneal de glicose 25% (Sigma-Aldrich,® St Louis, MO,
USA), equivalente a 2 g/kg. As amostras sanguineas foram coletadas nos
momentos 0, considerado condi¢do basal, e ap6s 15, 30, 60, 90, 120 e 240
minutos da infusdo da glicose. A mensuracdo dos niveis glicEémicos foi
realizada com glicosimetro portatil Accu-Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil

Ltda, S&o Paulo, Brasil).

Reatividade Vascular

Apo6s serem mortos por decapitacdo, os animais foram submetidos a uma
toracotomia, e em seguida procedeu-se ao isolamento da aorta toracica. Apés
a remocdo do tecido adiposo, a aorta foi subdividida em quatro anéis.
Indistintamente, dois dos anéis tiveram o0s endotélios removidos
mecanicamente. Os anéis foram suspensos, em cuba para 6rgao isolado,
contendo solucéo de Krebs-Henseleit modificado (composicdo em mM: NaCl
113,0; KCI 4,7; CaCl; 2,5; KH,PO4 1,2; MgSO4 1,1; NaHCO3 25,0; Glicose 11,0;

acido ascorbico 0,11). A solucdo nutriente foi mantida a 37,0 = 0,5°C e
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saturada com carbogénio (95% O,, 5% CO,). Os anéis foram conectados a
transdutores de forga isométricos, acoplados a um fisiografo (Ugo Basile).

O periodo de estabilizacdo foi de 1h, sob uma tensé&o inicial de 1,5 g
mantida ao longo de todo o experimento, com trocas de solugéo nutriente e
ajuste de tensdo a cada 15 min. Ao se completar o periodo de estabilizacdo de
1h, curvas concentracéo-efeito (CCEs) & noradrenalina (10™** a 10 M) foram
obtidas em anéis de aorta isolados de ratos agrupados nos grupos: controle,
obeso, estresse e estresse/obeso. Quando pertinente, CCE a noradrenalina
foram obtidas na presenca de prazosim (10° M, antagonista reversivel
especifico dos receptores as-adrenérgicos) ou N®-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME, 3x10™ M, inibidor inespecifico da 6xido nitrico sintase, NOS),
adicionados nos ultimos 30 minutos do periodo de estabilizacdo. Ao final das
CCEs & noradrenalina doses Unicas de ACh (10° M) e nitroprussiato de sédio
(NP 10 M) foram utilizadas para testar a integridade da célula endotelial e da
camada muscular lisa, respectivamente. As preparacbes foram lavadas e
transcorridos 45 min apos o término da 12 CCE a NA, CCEs ao célcio (0,2 a 10
mM) ou ao KCI (1 a 10 mM) foram obtidas.

Para estudar o papel do endotélio, as respostas aos agentes
vasoconstritores foram obtidas em anéis de aorta com (+E) e sem (-E)

endotélio, estudados em paralelo.

Andlise estatistica

O peso corpéreo, a ingestao alimentar, a ingestdo calorica, a eficiéncia

alimentar, as gorduras epididimal, retroperitoneal e visceral, gordura total e

39



indice de adiposidade, foram submetidos ao teste "t” de Student para amostras

independentes (Norman, 1994).

A comparacgéao do perfil glicémico entre os grupos, visualizado tanto pelo
teste de tolerancia a insulina quanto pelo teste de tolerancia a glicose, foi
realizada pela analise de variancia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas
para esquema de dois fatores independentes e complementada com o teste de

comparacdes multiplas de Bonferroni (Bayley, 1977).

A reatividade vascular foi avaliada através das alteracbes da resposta
maxima e poténcia (concentracdo eficaz 50% - CE50) do tecido aos agentes
vasoconstritores em experimentos individuais. A CE50 é definida como a
concentracdo molar do agonista responsavel pela obtencédo de um efeito igual
a 50% do efeito maximo. As CE50s foram medidas por determinacéo grafica e
as meédias apresentadas como antilogaritmo da média aritmética dos log CE50

de cada experimento, com o0s respectivos intervalos de confianca (IC) de 95%.

A reatividade vascular (resposta maxima e CE50%) aos agentes
vasoativos de aorta de ratos machos adultos foi comparada através da analise
de variancia multifatorial, com teste a posteriori de Tukey (SIGMASTAT 3.2).
Os fatores para andlise foram obesidade e exposicdo ao estresse agudo. Os
resultados foram expressos como média = erro padrao da média (EPM) ou
intervalo de confianga de 95%, para a reatividade vascular e CE50%

respectivamente. P < 0,05 foi considerada estatisticamente significativa.
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RESULTADOS
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Inducéo da obesidade

Considerando que o protocolo de indugdo de obesidade foi o mesmo
utilizado para os grupos obeso e obeso/estresse, e que 0 estresse ocorreu
somente apos o final deste protocolo, os resultados referentes a obesidade
foram agrupados de acordo com a dieta que 0s animais consumiram. Sendo
assim, 0s grupos controle e estresse foram agrupados e denominados como
“‘dieta padrao” e os animais dos grupos obeso e obeso/estresse como “dieta

hipercalorica”.

A dieta hipercalérica mostrou-se eficiente em induzir a obesidade. O
indice de adiposidade foi maior para os animais que ingeriram a dieta

hipercalorica em relacédo aos animais que receberam a dieta padréao (Tabela 1).

Perfil nutricional

A Tabela 1 mostra o perfil nutricional dos animais que receberam dieta
padrao (controle e estresse) e dieta hipercal6rica (obeso e obeso/estresse).

Durante todo protocolo de inducéo de obesidade os animais dos grupos
obeso e obeso/estresse ingeriram menor quantidade de dieta hipercalérica em
relacdo a quantidade de dieta padrdo consumida pelos animais dos grupos
controle e estresse (Tabela 1). Entretanto, a ingestdo calérica mostrou-se
aumentada em ratos que receberam a dieta hipercalorica durante as 15
semanas em relacdo aos animais que consumiram a dieta padrdo no mesmo
periodo (Tabela 1, Figura 4). Além disso, a eficiéncia alimentar nos animais
obeso e obeso/estresse foi estatisticamente maior em relacdo aos animais que

ingeriram dieta padrao.
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O peso corporal dos animais que foram submetidos ao protocolo de
inducdo de obesidade atingiu valores superiores a partir da 62 semana em
relacdo aos animais que ingeriram dieta padrdo e, manteve-se aumentado até

o final das 15 semanas (Figura 3).

A dieta hipercalérica induziu aumento nos depdsitos de gordura
epididimal, retroperitoneal e visceral, resultando em um aumento
estatisticamente significativo na gordura corporal total dos animais do grupo
obeso e obeso/estresse em relacdo aos animais que ingeriram dieta padréo

(Tabela 1).

Efeitos da obesidade sobre a pressdao arterial sistélica

A pressdo arterial dos animais que ingeriram dieta hipercalorica néo
deferiu dos animais que consumiram dieta padrdo durante o protocolo de
inducdo de obesidade e ao término do mesmo (Figura 5). Assim, a obesidade
induzida por dieta hipercalérica durante 15 semanas n&o acarretou em

hipertenséo arterial.

Efeitos da obesidade sobre o perfil glicémico ap6s sobrecarga de insulina

A figura 6 mostra o resultado do teste de tolerancia a insulina, realizado
Nnos grupos que receberam dieta padréo e dieta hipercaldrica. A obesidade nao
alterou os niveis glicémicos basais e também néo alterou os niveis de glicose

apo6s a administracao intraperitoneal de insulina.
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Efeitos da obesidade sobre o perfil glicémico apds sobrecarga de glicose
A figura 7 mostra o resultado do teste de tolerancia a glicose, realizado

nos grupos que receberam dieta padrao e dieta hipercaldrica. A obesidade nao

determinou alteracdes nos niveis glicémicos basais e apdés a administracdo

intraperitoneal de glicose.

Efeitos da obesidade associada ou ndo ao estresse agudo sobre a
reatividade vascular de ratos machos adultos

A remocdo do endotélio determinou desvio a esquerda da CCE e
aumento de resposta maxima a noradrenalina que atingiu valores semelhantes
em todos o0s protocolos experimentais.

Em anéis de aorta +E, o estresse agudo determinou reducdo da
resposta maxima a noradrenalina sem alteracdo dos valores de EC50 (Figura 8
e Tabela 2). Contrariamente, nenhuma alteracéo de reatividade a este agente
foi observada em aorta +E de ratos obesos submetidos ou ndo ao estresse
(Figura 8 e Tabela 2). A analise multifatorial revelou interacdo entre os fatores,
obesidade e estresse, para a resposta a noradrenalina.

A presenca de L-NAME aboliu as altera¢cdes de resposta maxima a NA
induzida pelo estresse em anéis de aorta +E (Figura 9 e Tabela 3). Ainda, a
presenca deste inibidor determinou desvio a esquerda da CCE e aumento de
resposta maxima a noradrenalina em aorta +E, atingindo valores semelhantes
em todos 0s grupos experimentais (Figura 9 e Tabela 3).

A presenca do prazosim determinou desvio a direita da CCEs a

noradrenalina em anéis de aorta com +E que atingiu valores semelhantes em
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todos os grupos experimentais (Figura 10 e Tabela 4). Este bloqueador
determinou ainda decréscimo da resposta maxima a NA em aorta +E de todos
0S grupos experimentais. Entretanto, a diferenca de resposta méxima a
noradrenalina observada na auséncia de bloqueador em aorta com +E de ratos
estressados quando comparada aos demais grupos nao foi afetada pela
presenca de prazosim (Figura 10 e Tabela 4).

Independentemente da presenca do endotélio, nenhuma alteracdo de
reatividade (resposta maxima e CE50) ao célcio foi observada entre os
diferentes grupos experimentais (Figura 11 e Tabela 5).

Em anéis de aorta +E, 0 estresse agudo determinou reducéo da resposta
maxima ao KCI| sem alteracdo dos valores de EC50 (Figura 12 e Tabela 6).
Contrariamente, nenhuma alteracéo de reatividade a este agente foi observada
em aorta +E de ratos obesos submetidos ou ndo ao estresse (Figura 12 e
Tabela 6). A analise multifatorial revelou interagédo entre os fatores, obesidade e

estresse, para a resposta ao KCl.
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Tabela 1. Perfil nutricional dos grupos de animais que receberam dieta padréo

e dieta hipercaldrica durante 15 semanas.

Dieta Padréao Dieta Hipercalérica

Peso corporal final (g) 474,63 (£ 7,12) 500,80 (£ 9,11)*
Ingestéo alimentar (g/dia) 27,25 (£ 0,24) 23,44 (x 0,31)*
Ingestado caldérica (kcal/dia) 55,21 (£ 0,73) 62,27 (£ 1,37)*
Eficiéncia alimentar x 10%(g/kcal) 4,33 (£ 0,15) 5,22 (£ 0,30)*

Gordura visceral (g) 8,04 (£ 0,32) 10,12 (x 0,71)*
Gordura epididimal (g) 8,63 (£ 0,35) 11,35 (+ 0,80)*
Gordura retroperitoneal () 8,47 (£ 0,47) 12,82 (x1,10)*

Gordura corporal total (g) 25,14 (£ 1,03) 34,30 (£ 2,48)*
indice de adiposidade (%) 5,28 (£ 0,17) 6,75 (£ 0,35)*

Os dados representam a média + EPM. NUmero de animais = 31 - 32. *P < 0,05
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Figura 3. Evolucdo do peso corpdreo dos animais submetidos as dietas

padrdo ou dieta hipercalérica durante 15 semanas. Os valores sao

expressos em média + EPM. NUmero de animais = 31- 32. * P< 0,05

47



T 500 -
<
8 400 -
el
S 300 -
(@]
1'9
® 200 -
o ——Dieta padréao

100 - —m—Dieta hipercal6rica

0
1 3 5 7 9 11 13 15
Semanas

Figura 4. Ingestdo caldérica semanal de ratos que receberam dieta padréo ou
dieta hipercalo6rica durante 15 semanas. Os valores representam a média +
EPM. NUmero de animais = 31-32. * P< 0,05
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Figura 5. Pressao arterial sistolica caudal realizada durante as 15 semanas de
inducdo de obesidade. A primeira afericdo (1) foi feita um dia antes do
protocolo de inducdo de obesidade. Valores expressos em média + EPM.

NUmero de animais = 10.
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Figura 6. Teste de tolerancia a insulina dos animais que receberam dieta
padrdo e dieta hipercalérica. Dados expressos em media + EPM. NUumero de
animais = 10.

50



350 r

300 ~

250 r

200 r

Glicose (mg/dL)

150 -

100
—a— Dieta padrao

—&—Dieta hipercal6rica

0 30 60 90 120 180 240

Tempo (min)

Figura 7. Teste de tolerancia a glicose dos animais que receberam dieta
padrdo ou dieta hipercalorica. Dados expressos em media + EPM. Numero de

animais = 10
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Figura 8. Curvas concentracdo-efeito a noradrenalina obtidas em dois anéis,
com (+E) e sem (-E) endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos
controles e obesos submetidos ou ndo ao estresse agudo de imobilizacéo.
Dados expressos como média + EPM. Numero de animais 8-10. *P < 0,05 em

relacdo ao controle.
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Tabela 2. Valores médios da resposta maxima e concentracéo eficaz 50% a

noradrenalina em curvas concentracdo-efeito obtidas em dois anéis, com e

sem endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos machos adultos

controles e obesos submetidos ou nao ao estresse agudo de imobilizagcéo

Grupos 'Resposta Maxima ’CE50 x 10”7
(g tenséao) (mM)
+E -E +E -E
Controle 2,58 + 0,24 3,09 +0,19" 1,00 0,02"
(0,31-3,32) (0,01 - 0,08)
Obeso 2,22 +0,07 3,14 +0,14" 1,06 0,05"
(0,68-1,66) (0,02 - 0,12)
Estresse 1,84+0,16* 2,98+0,17" 2,03 0,07"
(1,18 -3,49) (0,02 - 0,24)
Obeso/ 2,11 +0,19 2,94 + 0,217 1,45 0,11"
Estresse (087-2.41) (0,03 - 0,40)

CCE 50%: concentracdo que determina 50% do efeito méaximo. +E: aortas com
endotélio intacto. —E: aortas sem endotélio. 'Os dados representam a média + EPM.
’Os dados representam a média, entre parénteses estdo apresentados os intervalos
de confianca 95%. Numero de animais = 8-10. *P < 0,05 em rela¢do ao controle com
endotélio.”P < 0,05 em relacdo as respectivas preparacées sem endotélio.
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Figura 9. Curvas concentracdo-efeito a noradrenalina obtidas em dois anéis,
com (+E) e sem (-E) endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos
controles e obesos submetidos ou ndo ao estresse agudo de imobilizagcdo na
presenca de L-NAME (3x10* M). Dados expressos como média + EPM.
Numero de animais 8-10.
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Tabela 3. Valores médios da resposta maxima e concentragéo eficaz 50% a

noradrenalina em curvas concentracéo-efeito obtidas em dois anéis, com e

sem endotélio, na presenca de L-NAME da mesma aorta toracica isolada de

ratos machos adultos controles e obesos submetidos ou ndo ao estresse

agudo de imobilizacéo

Grupos 'Resposta Maxima 2CE50 x 10
(g tenséo) (mM)
+E -E +E -E
Controle 3,82 +0,27 3,656+0,34 0,39 0,04
(0,13-5,01) (0,003 - 0,58)
Obeso 4,26 +0,21 3,58 +0,28 0,28 0,06
(0,12-0,66) (0,02 - 0,20)
Estresse 4,08 +£0,19 3,71+ 0,39 0,61 0,11
(0,22-1,66) (0,01 -0,94)
Obeso/ 3,77 0,30 3,34 +0,47 0,75 0,52
Estresse (033-1,70) (0,19 - 1,42)

CCE 50%: concentracdo que determina 50% do efeito maximo. +E: aortas com
endotélio intacto. —E: aortas sem endotélio. 'Os dados representam a média + EPM.
’Os dados representam a média, entre parénteses estdo apresentados os intervalos

de confianga 95%. Numero de animais = 8-10.
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Figura 10. Curvas concentracdo-efeito a noradrenalina obtidas em dois anéis,
com (+E) e sem (-E) endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos
controles e obesos submetidos ou ndo ao estresse agudo de imobilizacdo na
presenca de prazosim (10 M). Dados expressos como média + EPM. Nimero

de animais 8-10. *P < 0,05 em relagéao ao controle.
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Tabela 4. Valores médios da resposta maxima e concentragéo eficaz 50% a
noradrenalina em curvas concentracdo-efeito obtidas em dois anéis, com e
sem endotélio, na presenca de prazosim da mesma aorta toracica isolada de
ratos machos adultos controles e obesos submetidos ou ndo ao estresse

agudo de imobilizacao

Grupos 'Resposta Maxima >CE50 x 10°®
(g tenséo) (mM)
+E -E +E -E
Controle 1,74+0,22 3,79+0,14" 18,50 1,35

(5,26 — 65,01) 0,60 — 3,04)

Obeso 1,47+0,18 3,02+0,17" 5,66 0,62
(0,94 —33,96) 0,29 — 1,34)

Estresse 1,06 £ 0,14* 2,99 +0,28" 13,52 1,30
(3,71-49,32) 0,35 4,83)

Obeso/  1,56+0721 3,00+0,21" 15,16 0,96
Estresse (3,28 —69,98) 0,40 — 2,31)

CCE 50%: concentracdo que determina 50% do efeito maximo. +E: aortas com
endotélio intacto. —E: aortas sem endotélio *Os dados representam a média + EPM.
’0Os dados representam a média, entre parénteses estdo apresentados os intervalos
de confianca 95%. Numero de animais = 8-10. *P < 0,05 em relacdo ao controle com
endotélio. "P < 0,05 em relacdo as respectivas preparacdes com endotélio.
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Figura 11. Curvas concentracao-efeito ao calcio obtidas em dois anéis, com
(+E) e sem (-E) endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos controles e
obesos submetidos ou ndo ao estresse agudo de imobilizacdo. Dados

expressos como média £ EPM. Numero de animais 8-10.
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Tabela 5. Valores médios da resposta maxima e concentragcao eficaz 50% ao
célcio em curvas concentracdo-efeito obtidas em dois anéis, com e sem
endotélio da mesma aorta toracica isolada de ratos machos adultos controles e

obesos submetidos ou n&o ao estresse agudo de imobilizacéo

Grupos 'Resposta Maxima >CE50
(g tenséo) (mM)
+E -E +E -E
Controle 4,05+ 0,21 3,38+£0,18 0,49 0,96
(0,43-0,57) (0,73 - 1,25)
Obeso 4,10 £ 0,20 3,26 £ 0,20 0,46 0,75
(0,42-0,52) (0,59 - 0,96)
Estresse 4,30 + 0,25 3,20+ 0,20 0,56 1,02
(0,45-0,70) (0,61 -1,72)
Obeso/ 3,81 +0,29 3,44 £ 0,18 0,59 0,69
Estresse (047-073) (0,54 -0,88)

CCE 50%: concentracdo que determina 50% do efeito maximo. +E: aortas com
endotélio intacto. —E: aortas sem endotélio 'Os dados representam a média + EPM.
'0s dados representam a média + EPM. Os dados representam a média, entre
parénteses estdo apresentados os intervalos de confiangca 95%. Numero de animais =
8-10. *P < 0,05 em relacéo ao controle.
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KCI
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Figura 12. Curvas concentracao-efeito ao KCI obtidas em dois anéis, com (+E)
e sem (-E) endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos controles e
obesos submetidos ou ndo ao estresse agudo de imobilizacdo. Dados
expressos como média + EPM. Numero de animais 8-10. *P < 0,05 em relagéo

ao controle.
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Tabela 6. Valores médios da resposta maxima e concentragéo eficaz 50% ao
KCI em curvas concentracdo-efeito obtidas em dois anéis, com e sem endotélio
da mesma aorta toracica isolada de ratos machos adultos controles e obesos

submetidos ou ndo ao estresse agudo de imobilizagao

Grupos 'RM >CE50
(g tenséao) (mM)

+E -E +E -E

Controle 3,02+0,15 2,46 + 0,33 20,08 20,98
(14,66 - 27,48) (13,68 - 32,14)

Obeso  3,19+0,16  2,33+0,28 17,13 17,72
(14,19 - 20,70) (14,03 - 22,39)

Estresse  2,49+0,11* 2,31+0,24 18,62 18,78
(15,49 - 22,39) (11,67 - 30,20)

Obeso/  2,86+019  2,6+0,31 16,36 22,38
Estresse (11,30 - 23,71) (18,53 - 27,04)

CCE 50%: concentracdo que determina 50% do efeito méaximo. +E: aortas com
endotélio intacto. —E: aortas sem endotélio 'Os dados representam a média = EPM.
'0s dados representam a média + EPM. ?0Os dados representam a média, entre
parénteses estdo apresentados os intervalos de confiangca 95%. Numero de animais =
8-10. *P < 0,05 em relag&o ao controle.
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DISCUSSAO
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Em humanos, um dos critérios utilizados para definir obesidade é o indice
de massa corporal (IMC, relacdo entre a altura ao quadrado e o peso
corpéreo). Entretanto, este critério ndo é valido para modelos experimentais
(Thibault et al.,, 2004). Assim, alguns dos critérios utilizados para a
determinacdo de obesidade em animais de laboratério levam em consideracdo
0s depoésitos de gordura visceral e subcutanea (Woods et al., 2003; Thibault et
al., 2004; Dourmashkin et al., 2005), gordura corporal total (Woods et al., 2003;
Levin et al., 2003, Thibault et al., 2004) e também o peso corporal (Woods et
al., 2003). Entretanto, alguns estudos mostram que o peso corporal pode nao
ser um bom indicador de classificacdo de obesidade em animais (Nascimento
et al., 2008; Woods et al., 2003 ). No presente estudo, o critério utilizado para
determinar a obesidade foi o indice de adiposidade, o qual levou em
consideracédo a soma de trés depdsitos de gordura, a saber, visceral, epididimal
e retroperitoneal.

A literatura mostra que a ingestao de dieta hipercaldrica pode resultar em
aumento nos depodsitos de gordura (Bellaver et al., 2001; Gaiva et al., 2001
Nascimento et al., 2008), bem como, no peso corpéreo (Shiraev, et al., 2009).
Corroborando estes achados, os dados do presente estudo mostraram que a
ingestao de dieta hipercal6rica induziu aumento nos depdsitos de gordura, e
promoveu aumento significativamente maior no peso corporeo absoluto a partir
da 6@ semana do protocolo de indugéao da obesidade.

A eficiéncia alimentar e os depdsitos de gorduras visceral, epididimal e
retroperitoneal mostraram-se significativamente aumentados nos ratos que

receberam a dieta hipercalérica em relacdo aqueles que receberam a dieta
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padrdo. Uma vez que a eficiéncia alimentar reflete a relagdo entre energia
ingerida e a energia estocada, estes resultados sugerem que a capacidade de
converter kcal ingeridas em gordura € maior nos animais que receberam a
dieta hipercalérica em relacdo aos animais que receberam a dieta padrdo. De
fato, a literatura mostra que a dieta hipercalérica aumenta a eficiéncia
metabolica e alimentar no grupo obeso (Lauterio et al., 1998; Schrauwen and
Westerterp, 2000; Gaiva et al., 2001; Estadella et al., 2004; Nascimento et al.,
2008).

A pressdo arterial sistdlica ndo se alterou com a obesidade. Os
resultados concordam com os trabalhos de Carroll et al. (2005) e Relling et al.
(2006) e divergem de outros que mostraram elevacdo dos niveis da presséo
arterial sistolica (du Toit et al., 2005, Boustani-Kari et al., 2007).

No presente estudo, os animais que ingeriram dieta hipercal6rica nao
apresentaram intolerancia a glicose e resisténcia a insulina, embora estas
comorbidades sejam relatadas em condicbes de obesidade (Li et al.,2006;
Nivoit et al., 2009; Shiraev, et al., 2009).

A obesidade é atualmente uma doenca altamente prevalente e de
elevada morbimortalidade para as populagdes industrializadas (Ogden et al.,
2003). Tal risco é particularmente atribuido as implicacbes cardiovasculares
relacionadas a obesidade (Hubert et al., 1983; Jonsson et al., 2002).

Na maioria das doengas vasculares como a aterosclerose, diabetes,
envelhecimento e particularmente em pacientes obesos, a bioatividade do

oxido nitrico (NO) é reduzida (Barton et al., 1998; Schulman, et al. 2006). Além

disso, a obesidade determina aumento nos niveis de fatores de contracdo
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como, por exemplo, a angiotensina e a endotelina que induzem a contracédo do
musculo liso vascular (Zemel et al., 1990; Cox and Kikta, 1992; Harker et al.,
1993; Hopfner et al., 1998).

Entretanto, o protocolo de obesidade utilizado ndo determinou qualquer
alteracdo da reatividade vascular aos diferentes agentes agonistas, a saber,
noradrenalina, calcio e KCl. O mesmo foi observado por Subramanian et al.
(2003) que demonstraram que as respostas contrateis a noradrenalina, a
endotelina-1 e ao KCI, em anéis de aorta com endotélio integro, ndo sao
alteradas em ratos obesos Zucker. Segundo estes autores as divergéncias de
respostas sdo ocasionadas as diferencas de idade dos animais. Assim, a
literatura mostra que em ratos obesos com idade superior a 20 semanas
geralmente ndo séo observadas alteracOes de reatividade vascular, ou se estas
se fazem presentes, correspondem a uma diminui¢do na sensibilidade vascular
para agonistas de receptores a-adrenérgicos e KCl (Cox and Kikta, 1992;
Harker et al., 1993;. Sexl et al., 1995; Turner and White, 1996). Por sua vez,
estudos em animais obesos de 10 a 16 semanas de idade mostram respostas
contrarias, como acima relatado.

O estresse, assim como a obesidade, apresenta estreita relagdo com as
doencas cardiovasculares. Diminui¢cdo de reatividade da aorta a noradrenalina
e aumento a acetilcolina sdo algumas das respostas adaptativas ao estresse ja
estabelecidas na literatura (Webb et al., 1987; Lapshin et al., 1991; Manukhina
et al.,, 1991 e Cordellini and Vassilieff, 1998). Além disso, sabe-se que, em
ratos, o estresse de imobilizacdo desencadeia um aumento generalizado de

NO (Leza et al. 1988), e induz a expressdo da enzima oxido nitrico sintase
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induzivel e a superproducdo de NO no cortex cerebral (Olivenza et al., 2006).
No presente estudo, o estresse determinou resposta vascular adaptativa,
caracterizada por hiporreatividade da aorta & noradrenalina, dependente da
integridade do endotélio e abolida na presenca de L-NAME, sugerindo a
participacédo da via NO endotelial na resposta vascular adaptativa ao estresse,
corroborando os dados da literatura acima relatados.

A literatura mostra que a resposta dependente do endotélio a diversas
catecolaminas envolve a estimulacdo de adrenoceptores-a, presentes no
endotélio vascular. Ao lado da liberacdo de fatores de relaxamento endoteliais
pela estimulacdo de adrenoceptores-a,, as catecolaminas estimulam ainda
adrenoceptores-a, pos-juncionais no musculo liso vascular, os quais ativam o
processo contratii & semelhanca da estimulagcdo de adrenoceptores-a; pos-
juncionais (Angus et al., 1986; Vanhoutte and Miller 1989; Noda et al., 1995;
Carter et al., 2002; Kanagy, 2005). Dessa maneira, justifica-se a resposta
diminuida a noradrenalina, agonista de adrenoceptores a; e a,, observada em
aorta dos diferentes grupos experimentais na presencga de prazosim, uma vez
gue nesta condicdo a interacdo com adrenoceptores-a; estd diminuida
aumentando a probabilidade de interacdo com adrenoceptores-a,. Poderiamos
assim argumentar que o aumento da interacdo da noradrenalina com o0s
adrenoceptores-a, endoteliais possibilitaria um aumento na liberagcéo de fatores
de relaxamento endoteliais comprometendo a resposta maxima do tecido.

O presente estudo mostrou ainda que a presenca de prazosim nao
afetou a resposta vascular adaptativa ao estresse, uma vez que a

hiporreatividade a noradrenalina observada em aorta de ratos estressados
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manteve-se presente na presenca deste antagonista. Este achado, juntamente
com a observacao de que a presenca de L-NAME abole a hiporreatividade a
noradrenalina em aorta de ratos estressados, leva-nos a inferir que a resposta
vascular adaptativa ao estresse surge como consequéncia de um aumento da
atividade do sistema 6xido nitrico endotelial via ativagdo de adrenoceptores-a;.

Por sua vez, a obesidade impediu o desenvolvimento da resposta
vascular adaptativa ao estresse uma vez que ndo foi observada
hiporreatividade a noradrenalina em aorta de ratos estressados com obesidade
estabelecida. Assim, a capacidade de gerenciar a resposta vascular ao
estresse mostrou-se comprometida em condi¢do de obesidade.

Ao lado da contribuicdo do NO, da prostaciclina PGIl, e do fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) para a vasodilatacdo endotélio
dependente (Flammer and LuUscher, 2010), ha evidéncias para uma
vasodilatacao por hiperpolarizagdo EDHF-simile como proposto por Grgic et al.
(2009). Tal vasodilatagdo é consequéncia de eventos biofisicos, baseados no
acoplamento elétrico direto entre o endotélio e o musculo liso vascular, via gap-
junctions mioendoteliais (Grgic et al., 2009). Adicionalmente e ndo menos
importante temos a ativacdo dos canais de K™ sensiveis ao célcio (Kc) no
endotélio que levam a hiperpolarizacdo e relaxamento do musculo liso
vascular. Dessa maneira, apés a estimulacdo da célula endotelial tem-se um
aumento de célcio intracelular que abre os canais de K.y € consequentemente
aumenta o K no espaco entre o endotélio e o musculo liso ativando canais de
K" retificadores de influxo e/ou bomba Na'/K* (Na*/K* ATPase) que finalmente

levam a hiperpolarizacéo e relaxamento do muasculo liso vascular (Grgic et al.,
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2009). Deve-se ainda considerar que concentracdes elevadas de K ativam a
Oxido nitrico sintase (Oberleithner et al., 2009), além do NO ativar os K,
(Wrzosek, 2009).

Semelhantemente ao observado a noradrenalina, a obesidade néo
afetou a resposta vascular ao K*, entretanto, o estresse determinou resposta
vascular adaptativa a este agente, caracterizada por hiporreatividade
dependente da integridade do endotélio. Ainda, a obesidade estabelecida
aboliu a resposta vascular adaptativa ao estresse observada para este
vasoconstritor.

Considerando-se que 0 estresse determinou aumento da
biodisponibilidade de 6xido nitrico endotelial poderiamos inferir que em aorta
de ratos estressados este efeito pudesse determinar uma maior ativacao dos
canais de K¢, endoteliais, com consequente aumento do K* no espaco entre o
endotélio e o musculo liso que ativaria os canais de K" retificadores de influxo
e/ou bomba Na'/K* (Na'/K* ATPase). Este efeito resultaria em hiperpolarizacdo
do musculo liso vascular diminuindo a despolarizacdo em resposta a
concentragdes crescentes de K* em aorta de ratos estressados, justificando a
resposta maxima reduzida ao K* nesta condic&o.

Segundo Van Hove et al. (2009), uma das vias pela qual o NO induz
relaxamento na aorta de rato envolve a estimulagédo da guanilato ciclase pelo
NO, com a subsequiente elevacdo da guanosina monofosfato ciclico (GMPc)
induzindo o relaxamento, sem apresentar alteracbfes detectaveis nas
concentracfes de calcio intracelular. Esta via parece estar relacionada com o

influxo de Ca*" pelos canais do tipo-L, e o relaxamento é provavelmente
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ocasionado pela dessensibilizacéo do aparato contratil ao Ca®* (Carvajal et al.,
2000). Entretanto, o0 mecanismo desta dessensibilizacdo permanece por ser
elucidado.

Consequentemente, intervengdes que reduzam ou aumentem o influxo
de calcio durante a contracdo poderiam influenciar a capacidade dilatadora do
NO. Entretanto, diferentemente do observado para a noradrenalina e para o K,
nenhuma alteragéo na resposta ao célcio foi observada em aorta dos diferentes
grupos experimentais, quer na presenca ou auséncia de endotélio integro. Uma
vez que a resposta contratil ao calcio no musculo liso vascular esta relacionada
com o influxo deste fon através dos canais de Ca®" tipo-L, podemos inferir que
tanto a obesidade quanto o estresse ndo causaram alteracdes no influxo deste
fon e também n&o promoveram dessensibilizacdo do aparato contratil ao Ca*".
Dessa maneira, a hiporreatividade a noradrenalina e ao K* observada em aorta
de ratos estressados, como consequéncia do aumento da biodisponibilidade de
NO induzida pelo estresse, envolveria possivelmente a diminuicdo do Ca®*
intracelular através da estimulacdo da Ca®* ATPase do reticulo
sarcoplasmatico independente de GMPc (Van Hove et al., 2009).

Finalmente, considerando-se o aumento da funcdo endotelial como
adaptacdo benéfica ao estresse, poderiamos concluir que a habilidade de
gerenciar o estresse fica comprometida em condicdo de obesidade, o que
consequentemente podera aumentar o risco cardiovascular nestas condi¢cdes

em associacao.
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A obesidade induzida por dieta hipercaldrica isoladamente néo alterou a
reatividade da aorta toracica aos agentes vasoconstritores. Por sua vez,
a exposicdo ao estresse agudo de imobilizagdo determinou resposta
vascular adaptativa caracterizada por hiporreatividade aos agentes

vasoconstritores noradrenalina e KCI.

Os mecanismos envolvidos na resposta vascular adaptativa ao estresse
parecem estar relacionados a um aumento da atividade do sistema
oxido nitrico endotelial via ativacdo de adrenoceptores-a, e ativagdo dos
canais de Kg endoteliais pelo Oxido nitrico. Ainda, o aumento na
biodisponibilidade do 6xido nitrico parece resultar em uma diminuicdo do
Ca”" intracelular através da estimulacdo da Ca** ATPase do reticulo

sarcoplasmatico independente de GMPc.

A capacidade de gerenciar a resposta vascular ao estresse mostra-se
comprometida em condicdo de obesidade estabelecida o que pode
resultar em aumento do risco cardiovascular nessas condigdes em

associacao.
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