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Resumo
Fundamento: A obesidade leva a um estado de inflamacao cronica, disfuncao endotelial e hipertensao.

Obijetivo: Estabelecer a sequéncia de eventos relacionados a marcadores inflamatérios, disfuncao endotelial e pressao
arterial sistélica (PAS) na obesidade em um modelo experimental.

Métodos: Ratos Wistar machos (8 semanas de idade) receberam dieta padrao (Controle — CT, n = 35) ou uma dieta
palatavel hiperlipidica (DHL, n = 35) por 24 semanas. A cada seis semanas, 7 animais de cada grupo foram aleatoriamente
selecionados para eutanasia. Foram determinados a PAS, e niveis séricos de interleucina-6, fator de necrose tumoral-c,
proteina C reativa, adiponectina e éxido nitrico. As funcées do miisculo liso endotelial e vascular foram determinadas
na aorta dissecada, e medida a peroxidacao lipidica. A significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.

Resultados: os niveis das citocinas pré-inflamatérias comecaram a aumentar apds seis semanas de dieta hiperlipidica,
enquanto os niveis da citocina anti-inflamatdria adiponectina diminuiram. Um resultado interessante foi a reducao da funcao
endotelial e do éxido nitrico apés seis semanas no grupo DHL. Além disso, mostramos que a massa de tecido adiposo visceral
total esteve negativamente correlacionada com funcao endotelial e positivamente correlacionada com a PAS.

Conclusao: Nossos resultados demonstram a progressao temporal dos efeitos deletérios e sua correlacio com a
obesidade. (Arq Bras Cardiol. 2018; 110(6):558-567)

Palavras-Chave: Hipertensio, Endotélio / anormalidades, Dieta Hiperlipidica, Oxido Nitrico, Dislipidemias.

Abstract
Background: Obesity leads to a chronic inflammatory state, endothelial dysfunction and hypertension.

Objective: To establish the time-course of events regarding inflammatory markers, endothelial dysfunction, systolic blood pressure (SBP) in
obesity in only one experimental model.

Methods: We fed male Wistar rats (eight-week age) with a standard diet (Control - CT, n = 35), or palatable high-fat diet (HFD, n = 35) for
24 weeks. Every six weeks, 7 animals from each group were randomly selected for euthanasia. SBP and serum levels of interleukin -6, tumor
necrosis factor-a, C-reactive protein, adiponectin and nitric oxide were determined. Endothelial and vascular smooth muscle functions were
determined in dissected aorta and lipid peroxidation was measured. Statistical significance was set at p < 0.05.

Results: Levels of pro-inflammatory cytokines began to increase after six weeks of a high-fat diet, while those of the anti-inflammatory cytokine
adiponectin decreased. Interestingly, the endothelial function and serum nitric oxide began to decrease after six weeks in HFD group. The SBP and
lipid peroxidation began to increase at 12 weeks in HFD group. In addition, we showed that total visceral fat mass was negatively correlated with
endothelial function and positively correlated with SBR

Conclusion: Our results show the time-course of deleterious effects and their correlation with obesity. (Arq Bras Cardiol. 2018; 110(6):558-567)
Keywords: Hypertension; Endothelium / abnormalities; Diet, High-Faties; Nitric Oxide; Dyslipidemias.
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Introducao

Atualmente, a obesidade e as comorbidades associadas
sdo um dos principais problemas de satde em pafses
desenvolvidos e em desenvolvimento, reduzindo tanto a
qualidade como a expectativa de vida, e aumentando o risco
de mortalidade." A obesidade é caracterizada por aciimulo
excessivo de tecido adiposo e est4 fortemente associada com
o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, dislipidemia
e hipertensao. Existe um meio pré-inflamatério associado a
obesidade que parece piorar os desfechos cardiovasculares*?
e, segundo a Organizagdo Mundial da Satde,* as doencas
cardiovasculares sdao atualmente uma das principais causas
de mortalidade no mundo.

Um grande nimero de disttrbios metabdlicos é causado
pela obesidade. Entre eles, a disfungao endotelial exerce um
papel importante no desenvolvimento de resisténcia insulinica
e hipertensdo.” H4 quase tinta e cinco anos, descobriu-se
que as células endoteliais poderiam modular relaxamentos
e contragdes da musculatura lisa vascular, apresentando o
conceito de que o controle do tonus vascular é dependente
do endotélio da musculatura lisa vascular subjacente.®®

O endotélio produz varios fatores de relaxamento
(EDRFs, endothelium-derived relaxing factors), fatores de
hiperpolarizacao (EDHFs), e fatores de contragao (EDCFs).
Por meio de um adequado equilibrio entre a liberacao de
EDHFs e EDCFs, o endotélio exerce um papel fundamental na
manutengao da homeostase circulatdria. Qualquer alteragao
nesse equilibrio pode resultar em disfungao endotelial.>®

Estudos prévios demonstraram o inicio de hipertensao
e disfuncao endotelial na obesidade induzida por dieta
hiperlipidica.”'® Contudo, se e em qual ordem elas ocorrem
nao foi bem definido, bem como ainda nao foi determinada
a relagao temporal entre ganho de peso, disfungao endotelial
e pressao sanguinea em resposta a uma dieta hiperlipidica.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi determinar
a sequéncia em que ocorrem a inflamacao, a disfuncao
endotelial, e 0 aumento da pressao sanguinea ap6s uma dieta
hiperlipidica usada para induzir a obesidade.

Métodos

Animais e tratamentos dietéticos

O protocolo experimental estava de acordo com as
diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
(COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Sao Carlos (026/2013).

Setenta ratos machos Wistar com 8 semanas de vida,
pesando entre 250 e 300g foram alocados em dois grupos
experimentais com comida e agua ad libitum por 24 semanas —
controle (CT, n = 35) que recebeu uma dieta padrao ou DHL
(n = 35) que recebeu uma dieta hiperlipidica, que consistiu
em uma dieta padrdo acrescida de amendoim, chocolate ao
leite, e biscoitos em uma proporgao de 3:2:2:1 conforme
descrito anteriormente."" A dieta padrao e a dieta hiperlipidica
continham, respectivamente, 20/20% de proteina, 4,5/20%
de gordura e 55/40% de carboidrato." Os valores energéticos
das dietas foram de aproximadamente 4,07 kcal/g para a

dieta padrao e de 5,12 kcal/g para DHL. No tempo O e apds
cada 6 semanas, 7 ratos do grupo CT e 7 do grupo DHL
foram submetidos a eutanasia aleatoriamente, e o sangue foi
coletado para analise experimental.

Medidas de pressao sanguinea em ratos conscientes

A pressao arterial sistélica (PAS) indireta foi medida dois dias
antes da eutandsia a cada 6 semanas, utilizando pletismografia
de cauda (Power Lab 8/35, AD Instruments, Pty Ltda, CO),
conforme descrito por Rodrigues et al.’> A PAS média foi
calculada a partir de quatro (em média) medidas sucessivas
realizadas em cada animal.

Estudos de reatividade vascular

Os animais foram anestesiados com isoflurano e submetidos
a eutanasia por decapitagdo. As aortas foram isoladas e limpas
de tecido conjuntivo aderente, e colocadas em solucao de
Krebs, conforme descrito.”™ As aortas foram seccionadas
em anéis (= 4 mm de comprimento), colocadas em camara
contendo solucao de Krebs a 37°C, aeradas continuamente com
95% de O, e 5% de CO,, pH 7,4 em um midgrafo isométrico
(modelo 610 DMT-EUA). O registro foi realizado por um
sistema de aquisicao de dados PowerLab8/SP (AD Instruments
Pty Ltd., Colorado). Os anéis aérticos foram submetidos a uma
tensao de 1,5 g, que foi reajustada a cada 15 minutos durante
um periodo de equilibrio de 60 minutos antes da adigao da
droga. Os experimentos foram realizados em anéis aérticos com
endotélio intacto e também em anéis adrticos desprovidos de
endotélio. A integridade endotelial foi avaliada pelo grau de
relaxamento induzido por acetilcolina (ACH) a 1 umol/L na
presenca de tonus contratil induzido por fenilefrina (0,1 uM).
Considerava-se que o anel possuia endotélio intacto se o
relaxamento com acetilcolina fosse maior que 80%. Em aortas
desprovidas de endotélio, o relaxamento com ACH foi menor
que 5%. Apos o teste de integridade endotelial, os anéis adrticos
foram pré-contraidos com fenilefrina (100 nM). Quando o plato
foi alcancado, curvas de concentragao-efeito para nitroprussiato
de sédio (SNP) doador de 6xido nitrico (NO) foram construidas
nos anéis aorticos sem endotélio. As curvas de concentracao
foram ajustadas com uma equacao dose-resposta sigmoidal
que revelou o efeito maximo (EMax) e o logaritmo negativo do
agonista que produz metade da resposta maxima (pD2) usando
o programa GraphPad Prism (GraphPad Software In, EUA).

Composicao de Gordura Corporal

O tecido adiposo visceral (TAV) foi dissecado (tecido
adiposo branco mesentérico, epididimal e retroperitoneal) e
pesado para avaliar a adiposidade central.

Peroxidacao lipidica da aorta (oxidacao de ion ferroso em
xilenol laranja - FOX)

As aortas foram isoladas e limpas de tecido conjuntivo
aderente. A metodologia foi descrita por Jiang et al."* A oxidagao
de fon ferroso em xilenol laranja (FOX) mede os perdxidos
lipidicos (hidroperdxido de cumeno - HPC), um dos principais
produtos da peroxidacao lipidica. Para o teste padrao, os
seguintes reagentes foram adicionados na sequéncia: 0,25 mM
FesO,, 25 mM H,SO,, 0,1 mM xilenol laranja, e 4dgua até
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completar o volume de 0,9 mL. Uma amostra do extrato de
tecido (20-100 uL) foi adicionada, e o volume final ajustado a
1 mL com agua. Os brancos foram preparados substituindo-se
o extrato de tecido por agua. As amostras foram incubadas a
temperatura ambiente até o final da reagao (40 minutos), e a
absorbancia a 560 nm foi medida.

Nitrito e nitrato séricos (NOx)

Os niveis de 6xido nitrico sérico foram obtidos medindo-se
as concentragoes séricas de seus produtos finais estaveis
nitrito (NO,) e nitrato (NO,), coletivamente conhecidos
como NOx, conforme descrito anteriormente.’” O método
de quimioluminescéncia de NO/ozo6nio foi realizado
utilizando-se o aparelho de analise de NO (NO Analyzer 280i,
Sievers, Boulder, CO, EUA).

Determinacéo de adiponectina e citocinas inflamatérias

A quantificacdo de adiponectina e das citocinas inflamatérias
— fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e
proteina C- reativa (PCR) no soro foi realizada utilizando-se
o kit de ensaio de imunoadsor¢ao enzimética (ELISA). IL-6 e
TNF-o foram avaliados utilizando-se kits comerciais OptEIA
(BD Biosciences, Pharmingen, EUA). A adiponectina e a PCR
foram analisadas utilizando-se kits Duo Set (R&D Systems,
EUA). Todos os kits foram usados de acordo com as instrugdes
do fabricante, e os resultados de todas as citocinas avaliadas
expressos em pg/mL.

Avaliacao morfologica e histologica

Os segmentos da aorta foram rapidamente limpos de
tecidos adjacentes e sangue, cortados em anéis e fixados em
formalina 37% e em blocos de parafina. Em seguida, segdes
de 4 um de espessura foram cortadas com um micré6tomo
(Leitz 1512, IMEB, EUA), transferidas para laminas de
microscopio e coradas com hematoxilina e eosina usando
métodos padrées. Imagens de segoes transversais dos
segmentos arteriais foram capturadas usando uma camera
conectada a um microscépio 6tico (Leica DM 2000).
O diametro externo (DE) foi obtido medindo-se as superficies
da tdnica adventicia e do didmetro interno (DI) a partir da
superficie endotelial. A espessura da camada média foi obtida
dividindo-se a diferenga (DE - DI) por dois (§ = ED - 1D/2).
A razao camada média/limen foi calculada a partir dos
dados da area. As imagens foram analisadas utilizando-se o
programa Image), conforme descrito anteriormente.'®

Analise estatistica

A normalidade da distribuicdo (de todas as varidveis
quantitativas e continuas) foi testada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Foi necessaria uma amostra de
7 animais em cada grupo para conferir um poder estatistico
de 85% com um alfa bicaudal de 0,05 para pD2 e de 90%
para todas as outras varidveis analisadas neste estudo.
As diferengas entre os grupos CT e DHL foram comparadas
por andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores com medidas
repetidas. Quando diferengas eram apontadas, a analise
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post-hoc de Newman-Keuls foi usada com significancia
estatistica estabelecida em p < 0,05. Esses dados sao expressos
em média + DP (programa Statistica 7.0, StatSoft. Inc, EUA).
Os dados de reatividade vascular de pD2 e MaxE foram
expressos em média = DP com p < 0,05 estabelecido como
significancia estatistica (Graphpad Prism 3.0). A correlagdo de
Pearson foi realizada entre pD2 e a PAS, pD2 e VAT, pressao
arterial e VAT, IL-6 e pD2, TNF-o. e pD2, CRP e pD2, e entre
adiponectina e pD2, com significancia estatistica de 5%.

Resultados

Tecido adiposo visceral total (TAV)

A soma dos pesos dos tecidos adiposos retroperitoneal,
visceral e epididimal foi maior no grupo DHL que no grupo
CT na sexta semana. Na semana 24, o peso do tecido adiposo
foi 300% maior no grupo DHL que no grupo CT. TAV no grupo
CT aumentou nasemana 12 em comparacao a semana 6, mas
permaneceu inalterado até o final do experimento (Figura 1).

Status inflamatoério

As citocinas inflamatérias 1L-6, TNF-o. e PCR estavam
aumentadas no soro dos animais do grupo DHL nas
semanas 6, 12, 18 e 24 em comparagao ao grupo
CT (Figuras 2 A, B, C). Por outro lado, os niveis de
adiponectina sérica diminuiram no grupo DHL ap6s 6, 12,
18 e 24 semanas de experimento (Figura 2D). No grupo
CT, nao houve alteragao nos niveis de citocina.

Reatividade vascular

Nao houve diferencas no relaxamento dependente do
endotélio induzido pela acetilcolina (pD2) no grupo CT
durante todo o perfodo de experimento. Por outro lado, pD2
foi deficiente nas aortas dos animais obesos nas semanas 6,
12, 18 e 24 em comparagao aos ratos controles. Além disso,
observamos uma diminuigao no pD2 durante o periodo
experimental no grupo DHL (Figuras 3B, C).

Nao foram observadas diferencas no efeito méaximo
de relaxamento (Emax) nos grupos CT e DHL. Nos anéis
adrticos desprovidos de endotélio, ndo foram observadas
diferencas de pD2 ou Emax ao relaxamento independente
de endotélio induzido por SNP nos grupos CT e DHL em
todas as semanas (Tabela 1).

Houve uma forte correlagdo negativa entre pD2 e PAS
(r=-0,722,p < 0,01). Além disso, encontramos uma correlagao
negativa entre pD2 e TAV (r = -0,729, p < 0,01), entre pD2
e citocinas inflamatérias (pD2 e IL-6, r = -0,74; pD2 e TNF-o,
r =-0,86; pD2 e CRP r = -069, p < 0,05), e uma correlagao
positiva entre pD2 e adiponectina (r = 0,77, p < 0,01).

Oxido nitrico sérico (NO) e peroxidacao lipidica da aorta

A partir da quantificacdo dos metabélitos de NO,
observamos que os niveis de NO diminuiram na sexta semana
nos ratos DHL e permaneceram mais baixos durante o periodo
experimental em comparagao ao grupo CT. O tempo de
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Figura 1 - Tecido adiposo visceral (TAV) nos grupos controle (CT) e dieta hiperlipidica (DHL) ao longo das semanas. *P < 0,05, comparado ao grupo CT; * p < 0,05,
comparagdo intragrupo (0 vs. 6, 6 vs. 12, 12 vs. 18, 18 vs. 24 semanas). A cada seis semanas, 7 animais de cada grupo foram avaliados.
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Figure 2 - Valores séricos das citocinas: IL-6 (A), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (B), proteina C reativa (PCR) (C) e adiponectina (D) nos grupos controle (CT) e
dieta hiperlipidica (DHL). *P < 0,05, comparado ao grupo CT; + p < 0,05, comparagéo intragrupo (0 vs. 6, 6 vs. 12, 12 vs. 18, 18 vs. 24 semanas). A cada seis semanas,

7 animais de cada grupo foram avaliados.

experimento nao teve efeito sobre as concentragdes de NO
nos grupos CT ou DHL (Figura 4).

Os niveis de peroxidacao lipidica na aorta aumentaram
na 122 semana de dieta hiperlipidica e permaneceram
altos durante o experimento em comparagao ao grupo CT.
No grupo DHL, houve um aumento na peroxidagao lipidica
na semana 12 em comparacao a semana 6 (Figura 5).

Pressao arterial sistolica

Como mostrado na Figura 6, a dieta hiperlipidica induziu
um aumento na PAS nas semanas 12, 18 e 24 no grupo DHL
em comparagao ao grupo CT. Além disso, observou-se uma
correlagao positiva entre PAS e TAV (r = 0,756, p < 0,01) no
grupo DHL, e nao foram observadas diferengas significativas
na pressao arterial no grupo CT.
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Figura 3 - Curva concentragéo-resposta a acetilcolina (relaxamento dependente de endotélio) nos anéis adrticos dos ratos do grupo controle (CT) (A) e grupo dieta
hiperlipidica (DHL) (B) e metade da resposta maxima (pD2) em ambos os grupos (C). *P < 0,05, CT vs. DHL a cada 6 semanas; * p < 0,05, comparagdo intragrupo
(0vs. 6,6vs. 12, 12 vs. 18, 18 vs. 24 semanas). A cada seis semanas, 7 animais de cada grupo foram avaliados.

Alteracoes na estrutura vascular

A Tabela 2 mostra que a dieta hiperlipidica induziu
um aumento na espessura da camada média da aorta
apés 18 e 24 semanas e diminuiu o DI apés 24 semanas
no grupo DHL em comparacao ao grupo CT (p < 0,05).
No grupo DHL, houve um aumento na espessura da camada
intima-média apés 18 semanas de dieta hiperlipidica, uma
redugdo no DI apés 12 semanas, e um aumento na razao
espessura da intima-média/limen na aorta apds 18 semanas
de dieta hiperlipidica.

Arq Bras Cardiol. 2018; 110(6):558-567

Discussao

Em nosso conhecimento, este é o primeiro estudo a
identificar a ordem de ocorréncia de mudancas na funcao
e estrutura vascular, no estresse oxidativo e no status
inflamatério durante a progressao da obesidade em um
Gnico modelo experimental. Nossos resultados mostraram
que a inflamagao e a disfungdo endotelial precedem
o desenvolvimento de hipertensao induzida por dieta
hiperlipidica. A progressdo da obesidade esteve associada
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Tabela 1 — Metade da resposta maxima (pD2) e efeito maximo (Emax) nos anéis adrticos dos ratos do grupo controle (CT) e grupo dieta
hiperlipidica (DHL). *P < 0,05, CT vs. DHL a cada 6 semanas; + p < 0,05, comparagao intragrupo (0 vs. 6, 6 vs. 12, 12 vs. 18, 18 vs. 24 semanas)

Endotélio intacto

Desprovidos de endotélio

Semanas pD2 Emax(%) pD2 Emax(%)
CT DHL CcT DHL CcT DHL CT DHL
0 7,58 0,25 7,58 £ 0,22 90,67 7,40 90,87 £7,14 8,69+0,13 8,68 + 0,23 103,8 £2,77 104,6 + 3,38
6 7,52 0,07 7,37 £0,18* 93,42 + 6,80 90,31 +£7,64 8,67 0,21 8,66 + 0,22 98,3+4,10 100,2 £ 7,67
12 7,48+0,18 7,23 £0,11* 89,17 £ 8,80 90,90 + 7,67 8,69+0,10 8,71+0,13 102,5 +2,48 103,9 £ 3,43
18 7,42 +0,22 7,12 £0,15* 88,98 + 9,90 89,34 10,05 8,71+0,10 8,69 + 0,07 105,8 + 3,70 104,3 + 1,85
24 7,34+0,19 6,99 + 0,23* 91,46 + 6,61 89,80 + 8,59 8,69 + 0,07 8,68+0,14 105,9 +2,98 105,9 + 2,11
[ECT [DHL
40 4
35 4
30
s
= 25
o
=
20
15 4
10 T
0 6 12
Tempo (semanas

Figura 4 — Concentragéo sérica de oxido nitrico (NO) nos ratos do grupo controle (CT) e grupo dieta hiperlipidica (DHL) *P < 0,05, CT vs. DHL a cada 6 semanas;
* p < 0,05, comparagéo intragrupo (0 vs. 6, 6 vs. 12, 12 vs. 18, 18 vs. 24 semanas). A cada seis semanas, 7 animais de cada grupo foram avaliados.

com maior predisposicdo a condi¢bes patolégicas e a
caracteristicas comuns dos fatores de risco cardiovasculares,
incluindo hipertensao e disfungao endotelial."”

A dieta hiperlipidica utilizada neste estudo induziu
mudangas na adiposidade entre grupos CT e DHL, validando
nosso modelo experimental. O risco de se desenvolver
disfungoes relacionadas a obesidade é proporcional ao
grau de adiposidade’ e, particularmente, ao aciimulo de
gordura na regido visceral.” No presente estudo, o grupo
DHL apresentou maior massa de TAV nas semanas 6, 12,
18 e 24 que o grupo CT.

O estado inflamatério na obesidade é caracteristico,'
marcado por uma baixo grau de inflamagao, o que resulta na
remodelacao tecidual e deterioracdo metabdlica sistémica ao
longo do tempo.?° Assim, identificar o aumento da inflamagao
na obesidade é importante para o desenvolvimento de
intervengao terapéutica.

O tecido adiposo é fundamental no desenvolvimento
de inflamagdo ao induzir o aumento de citocinas
pré-inflamatérias, incluindo TNF-o e I1L-6,%' e uma diminuigao

nas quimiocinas anti-inflamatérrias, como a adiponectina.??
Além disso, o TNF-a parece contribuir para a elevacao de
PCR, a qual é um marcador de inflamagao de baixo grau,
mas também tem uma relagao préxima com dislipidemia e
disfuncao endotelial.?* Em camundongos, a DHL induziu
um aumento no IL-6 apds 2, 4 e 6 meses,** e nos niveis
plasmaticos de mediadores TNF-a, IL-6 apds15 semanas.?®

No presente estudo, observamos que os niveis de citocinas
inflamatérias TNF-a, IL-6 e PCR aumentaram ap6s 6 semanas
no grupo DHL e permaneceram elevados até 24 semanas,
enquanto que a concentracao de adiponectina diminuiu e
permaneceu baixa nesse periodo. Esses resultados indicam
um desenvolvimento precoce de uma inflamagao de baixo
grau neste modelo animal. O TNF-o estd envolvido na resposta
inflamatéria sistémica, e seus niveis estao aumentados no
tecido adiposo em camundongos obesos em comparagao a
controles magros.? Por outo lado, a adiponectina, que melhora
a fungao cardiovascular e possui efeitos anti-inflamatérios,?
diminuiu apds 6 semanas no grupo DHL e permaneceu mais
baixa até a semana 24.
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Figura 5 — Peroxidagéo lipidica nos anéis adrticos de ratos dos grupos controle (CT) e dieta hipelipidica (DHL). *P < 0,05, CT vs. DHL a cada 6 semanas; * p < 0,05,
comparagdo intragrupo (0 vs. 6, 6 vs. 12, 12 vs. 18, 18 vs. 24 semanas). A cada seis semanas, 7 animais de cada grupo foram avaliados. HPC: hidroperéxido de cumeno.
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Figura 6 — Presséo arterial sistélica nos ratos dos grupos controle (CT) e dieta hiperlipidica (DHL) ao longo de 24 semanas. *P < 0,05, CT vs. DHL a cada 6 semanas;
+p < 0,05, comparagdo intragrupo (0 vs. 6, 6 vs. 12, 12 vs. 18, 18 vs. 24 semanas). A cada seis semanas, 7 animais de cada grupo foram avaliados.

A obesidade também estd associada com distirbio na
fungao da célula endotelial e promove disfuncao endotelial
por meio de desordens metabélicas, incluindo acimulo
de tecido adiposo, hipertensao, dislipidemia e diabetes, os
quais estao associados ao estresse oxidativo.”> O endotélio
compreende a camada interna dos vasos sanguineos, e forma
a interface entre o sangue circulante e a parede vascular.
Ele também atua como um 6rgao endécrino e paracrino, que
regula a fungdo vascular pela secrecao de uma variedade de
fatores tréficos e vasoativos que regulam o ténus vascular,
adesao celular, proliferagdo de células musculares lisas e
inflamagao da parede vascular.?

A disfungao endotelial exerce um papel chave no
desenvolvimento de vdrias doencas cardiovasculares.
Na obesidade, muitos fatores podem afetar negativamente
a fungao endotelial, incluindo mudancas na pressao
sanguinea, nos niveis glicémicos, no metabolismo lipidico e
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no sistema inflamatdrio, niveis elevados de 4cidos graxos e
estresse oxidativo, que, por sua vez, causa uma redugdo na
disponibilidade de NO.2¢-2¢

Observamos que 6 meses de dieta hiperlipidica foi suficiente
para induzir a disfungao endotelial. Ainda, nossos resultados
sugerem que um distlrbio no relaxamento a acetilcolina,
observado nas aortas de ratos obesos, esta relacionado a uma
redugdo na produgao de NO. O grupo DHL apresentou as
concentragOes séricas mais baixas de NO na 62 semana, que
permaneceram baixas até a 242 semana. Concordantes com
nossos achados, vdrios estudos mostraram uma disfungao
endotelial induzida pela obesidade em diferentes momentos
de seu desenvolvimento. Boustany-Kari et al.,** observaram
fungao endotelial prejudicada em ratos alimentos com uma
dieta hiperlipidica durante 11 semanas. Além disso, 16 semanas
de uma dieta hiperlipidica em camundongos causou disfuncao
endotelial e aumento na pressao sistélica nesses animais.*



Oishi et al
Disfuncao endotelial e pressao arterial em ratos

Artigo Original

Tabela 2 - Valores quantitativos obtidos da analise morfométrica da espessura da aorta dos ratos do grupo controle (CT, n = 7) e grupo
dieta hiperlipidica (DHL, n = 7). Resultados sao expressos em média * DP. *P < 0,05, CT vs. DHL a cada 6 semanas; + p < 0,05, comparagéo

intragrupo (0 vs. 6, 6 vs. 12, 12 vs. 18, 18 vs. 24 semanas)

Espessura da camada média (um)

Diametro interno (ID) (pum)

Razao camada média:lumen

Semanas

CT DHL CT DHL CT DHL
0 157,99 £7,18 157,88 £4,75 2830,64 + 75,20 2832,64 75,98 0,056 + 0,00 0,056 + 0,01
6 163,51 £ 7,51 163,64 + 11,98 2967,21 + 177,85+ 2919,31 + 145,46 0,054 + 0,00 0,056 0,00
12 162,82 + 6,67 164,64 + 9,64 2976,80 + 167,73 2876,36 + 99,89+ 0,055 + 0,01 0,057 £ 0,00
18 161,65 £ 9,95 178,20 5,26 *+ 2987,53 + 156,18 2854,40 + 133,40 0,054 + 0,00 0,062 + 0,00*+
24 164,21 £ 9,51 181,96 £9,73 * 3045,25 + 168,01 2835,53 + 167,74* 0,054 + 0,00 0,064 +0,01*

Ainda, niveis de TNF-a estao fortemente correlacionados
com adiposidade e vasodilatagao diminuida em artérias de
resisténcia dos ratos, e niveis de IL-6 sdo proporcionais a
adiposidade, cuja elevagao resulta em implicagoes diretas
na funcao endotelial.?" Por outro lado, niveis diminuidos de
adiponectina estdo associados a dislipidemia e a doengas
cardiovasculares. Além disso, a adiponectina pode mediar
um aumento na producao de NO pela modulagao da
fosforilagao de Ser1177 pela AMPK; ja IL-6 e TNF-o diminuem
a fosforilagao de eNOS Ser1177, resultando em atividade do
eNOS diminuida e menos geragao de NO.**

Encontramos também uma forte correlacao entre citocinas
inflamatérias — TNF-a,, 1L-6, CRP e fungao endotelial (pD,.

Nossos achados sdo consistentes com a literatura, que
mostram que o tratamento com dieta hiperlipidica por
6 semanas foi capaz de aumentar TAV. Um resultado
interessante foi a correlagao inversa entre TAV e funcao
endotelial (pD2). Ainda, os niveis dessas adipocinas estavam
alterados na sexta semana no grupo DHL, o que corrobora
o conceito da disfuncdo endotelial relacionada a obesidade.
Noés demonstramos neste estudo que esses eventos ocorrem
em um estagio precoce do desenvolvimento da obesidade.

A obesidade também esta fortemente associada com
hipertensao, a qual é um fator de risco importante para o
desenvolvimento de doencas coronarianas. De fato, 79%
da hipertensdao em homens resultou diretamente do excesso
de peso.* A hipertensao, caracterizada por pressao elevada
cronica, tem origem multifatorial, e a disfuncao endotelial
pode contribuir para sua génese e manutengao.’ No presente
estudo, a dieta hiperlipidica induziu a um aumento na PAS
em 12 semanas, que continuou aumentando até atingir
valores maximos em 18 semanas. Esses resultados estdao
de acordo com Boustany et al.,** que observaram um
aumento na pressao sanguinea, e na atividade do sistema
renina-angiotensina do tecido adiposo e sistémico ap6s
11 semanas de dieta hiperlipidica nos ratos. O estudo
Framingham Heart Study descreveu uma forte relagao entre
os niveis de gordura corporal e pressao sanguinea tanto em
homens como em mulheres, e que a adiposidade surgiu como
um importante fator que pode ser controlado e que contribui
com a hipertensdo.** O mesmo ocorreu em nosso estudo, que
mostrou uma forte correlacao entre PAS e TAV.

Outro achado interessante de nosso estudo foi o fato de
que alteragdes estruturais na aorta ocorreram apds aumento na
pressao sanguinea. Sabe-se que a hipertensao esta associada
com alteragoes estruturais nas artérias, que poderiam
contribuir para a manutencao da hipertensao.** Além disso, a
razao camada média/limen comegou a aumentar (embora de
uma maneira nao significativa) em 12 semanas, coincidindo
com o aumento na pressao sanguinea; esse aumento tornou-se
significativo em 18 e 24 semanas. Chen et al.,** relataram
que a dieta hiperlipidica induziu um aumento na espessura
da camada média ap6s 9 semanas. Nossos resultados estdo
de acordo com esses estudos.

A dieta hiperlipidica também pode induzir a patogénese
vascular, incluindo efeitos sobre a aorta, levando a alteragoes
na estrutura vascular. Estudos clinicos e experimentais
mostraram que um indice de massa corporal aumentado esta
frequentemente associado com enrijecimento e aumento na
espessura da parede arterial.?”

Estudos prévios envolvendo animais sugeriram que
a hipertensdo esta associada com formagdo aumentada
de espécies reativas de oxigénio (EROs) a partir de todas
as camadas da parede vascular.’® Em concordancia com
esses estudos, nossos resultados mostraram um aumento
na peroxidagao lipidica (usado como marcador de estresse
oxidativo) em anéis aérticos, paralelamente ao aumento da
PAS, iniciando nas 12 semanas. Além disso, Kobayasi et al.,*
encontraram uma atividade antioxidante reduzida, inflamacao
vascular local aumentada, e um relaxamento dependente
de endotélio deficiente em camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica em 16 semanas. A liberagao de IL-6,
principalmente a partir de adipdcitos abdominais, pode ter
um papel fundamental na relagdo entre estresse oxidativo e
disfungao endotelial. IL-6 e TNF-a contribuem para a elevagao
da PCR, um marcador de estado inflamatério de baixo grau,
e estao relacionados com disfuncao endotelial.??

Conforme mencionado anteriormente, a obesidade é
comumente associada com estresse oxidativo,* o qual é capaz
de modificar o ténus vascular impedindo a disponibilidade
e/ou a sinalizagao de NO.?*® Observamos que a dieta
hiperlipidica durante 6 semanas diminuiu os niveis de NO
circulante sem efeitos significativos sobre a peroxidagao
lipidica nesse periodo de desenvolvimento da obesidade.
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Assim, esses resultados sugerem que a diminuigao nos
niveis de NO antecede o aumento no estresse oxidativo.
Durante o estresse oxidativo, a producao excessiva de EROs
reduz a bioatividade de NO devido a sua rapida inativagao
oxidativa pela ERO superéxido (O,).*

Segundo Victor et al.,* enquanto os estoques de gordura
visceral se expandem, os adipdcitos geram niveis crescentes
de EROs. No presente estudo, a dieta hiperlipidica levou
ao actimulo de gordura abdominal que poderia induzir a
peroxidacao lipidica na aorta em 12 semanas, o que persistiria
até 24 semanas.

Uma limitacdo deste estudo foi o fato de que a massa
de gordura visceral foi avaliada por disseccao do tecido
adiposo. A absorciometria com raios X de dupla energia
(DXA), método padrdo ouro para avaliagao de gordura
corporal, forneceria dados mais completos sobre a
composicao corporal; mas, infelizmente, o método nao
pode ser utilizado neste estudo.

Nossos dados sugerem que mesmo em fases iniciais
de desenvolvimento (6 semanas), a obesidade pode gerar
inflamacgao cronica e disfuncao endotelial. Tal deficiéncia
parece mais intimamente relacionada com citocinas
inflamatérias e expansao do TAV.

Conclusao

O desenvolvimento da obesidade primeiramente levou
a uma diminuicdo da fungdo endotelial, que continuou a
diminuir ao longo das semanas, e a inflamagao sistémica,
seguido de um aumento na pressao sanguinea, peroxidagao
lipidica e mudangas na estrutura aértica. Nosso estudo é
relevante ao mostrar a relagao da obesidade com inflamagao
cronica, disfungao endotelial e hipertensao. Apesar de muitos
estudos na area, os resultados encontrados representam um
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