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RESUMO

BOA, Beatriz Costa da Silva. Efeitos de modificacéo dietética associada ou ndo a uma rotina
de exercicios aerdbicos na microcirculacdo em modelo animal de obesidade exdgena. 2012.
75 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Alcantara Gomes.
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012,

A obesidade atinge proporcbes epidémicas em paises industrializados e esta
relacionada a uma série de doengas metabolicas e circulatdrias. Nesse contexto, a atividade
fisica, tratamento ndo farmacoldgico da obesidade, acessivel a diversas populagdes e esta
relacionada com a reducdo do risco cardiovasvascular mesmo. O objetivo deste trabalho foi
avaliar, ap6s mudanca ou ndo da dieta, associacdo ou ndao a um programa de treinamento
aerébico (PTA) durante 8 semanas, a possivel reversibilidade dos danos causados por uma
dieta hiperlipidica por 12 semanas. Para tal, 120 hamsters machos da espécie Mesocricetus
auratus, com massa corporal de 60 g, foram distribuidos em quatro grupos, cada um
subdividido em trés subgrupos, com dez animais para diferentes analises. Os grupos Obeso
Controle (OBC) e Obeso Exercitado (OBEX) receberam a ragdo hiperlipidica por 20
semanas, com adi¢cdo do PTA ao grupo OBEX nas ultimas 8 semanas. Os Obeso Racgédo
Padrdo (OBRP) e Obeso Racdo Padrdo/Exercicio (OBRP/EX) tiveram a racdo modificada
para comercial padréo e adicdo do PTA ao grupo OBRP/EX apds as 12 semanas iniciais. Para
as analises microcirculatérias, a bolsa da bochecha foi usada para determinacdo do nimero
méaximo de extravasamentos induzidos por 30 min de isquemia seguida de reperfusdo e da
reatividade microvascular ap6s a aplicacdo topica de acetilcolina e nitroprussiato de sodio. No
sangue coletado foi avaliado o perfil lipidico, glicemias quinzenais e leptina. As expressdes
de eNOS e iNOS foram determinadas na aorta por imunoblotting e a composigédo corporal
avaliada nos tecidos adiposos visceral, urogenital e retroperitoneal, retirados no dia do
experimento. Os resultados foram analisados com os métodos o teste estatistico de andlise de
variancia (One Way ANOVA - Teste de Kruskal-Wallis), seguido pelo pos-teste de Dunn.
Resultados mostram que a modificacdo dietética, associada ou ndo ao PTA, reduziu
significativamente a massa corporal (p<0,0001), comprimento naso-anal (p=0,0011) e tecido
adiposo (visceral [p<0,0001], urogenital [p=0.0004] e retroperitoneal [p= 0,0083]). Nas
analises sanguineas ndo foram encontradas diferencas com relagdo ao perfil lipidico e
glicemia, ja na leptina houve uma reducéo significativa (p=0,0039). A analise da reatividade
microvascular mostrou melhora significativa na vasodilatacdo endotélio-dependente nos
grupos submetidos a modificacdo dietética associada ou ndo ao PTA. Nas medidas de
permeabilidade a macromoléculas houve reducdo significativa no nimero de extravasamentos
nos grupos submetidos a modificacdo dietética associada ou ndo ao PTA, (5 min [p= 0,0207]
e 10 min [p= 0,0057]). Houve um aumento na expressédo de eNOS nos grupos submetidos a
modificacdo dietética associada ou ndo ao PTA, em comparacdo ao grupo OBC (p=0,0352).
Os resultados mostraram que a modificacdo dietética, associada ao protocolo de treinamento
aerobico melhora a vasodilatacdo endotélio-dependente, aumenta a expressdo da 6xido nitrico
sintase endotelial e reduz o numero de extravasamentos induzidos por isquemia e reperfuséo,
mesmo sem melhoras nos marcadores bioquimicos tradicionais como glicemia e perfil
lipidico.

Palavras-chave: Microcirculagdo. Exercicios aerobicos. Obesidade. Dieta hiperlipidica.
Doengas cardiovasculares.



ABSTRACT

Obesity is a growing public health problem reaching epidemic proportions in
industrialized countries and an independent risk to metabolic and circulatory diseases.
Physical activity is seen as a non-pharmacological treatment to obesity and its co-morbities,
accessible to the population. Physical benefits are not necessarily related to adiposity loss but
on improvement of vascular hemodynamic. The objective of this work was to evaluate if
changes on diet associated or not to an aerobic training program (ATP) for 8 weeks could
counteract damages on obese hamsters, elicited by high fat chow given during 12 weeks. One
hundred and twenty male hamsters (Mesocricetus auratus) with body mass around 60g were
distributed into four groups, subdivided into three subgroups with ten animals each for
different analysis. Obese Control (OBC) and Obese + Exercise (OBEX) groups received high
fat chow for 20 weeks, being the last one combined to AET. Groups Obese + Standard Chow
(OBSC) and Obese + Standard Chow/Exercise (OBSC/EX) received high fat chow for 12
weeks, returned to the standard chow, being the last one combined to AET. The cheek pouch
preparation was used to evaluate the maximum number of extravasations induced by 30 min
ischemia followed by reperfusion and microvascular reactivity in response to topical
applications of acetylcholine and sodium nitroprusside. Blood was collected for lipid profile,
biweekly glycemia and leptin. On the day of the experiment, the aorta was excised for
immunoblotting of eNOS and iNOS and the body composition was determined by collection
of different adipose tissues. For statistical analysis Kruskal Wallis ANOVA for transversal
analysis, followed by the Dunn post test. Results have shown that dietary modification
associated or not to AET significantly reduced body mass (p<0.0001), naso-anal length
(p=0.0011) and the amount of adipose tissues (visceral [p<0.0001], urogenital [p=0.0004] and
retroperitoneal [p=0.0083]) in treated groups. Blood analysis did not show any differences
between groups in relation to lipid profile and glycemia. Leptin had a significant reduction in
all treated groups (p=0.0039). Microcirculatory analysis showed that groups subjected to
dietary modification associated or not to AET had better endothelium-dependent responses
after topical application of acetylcholine, in all concentrations (10°M [p=0.0001], 10°M
[p<0.0001] and 10™*M [p<0.0001]). For ischemia/reperfusion, animals subjected to AET
associated or not to dietary modification had significantly lower number of leaks (5 min
[p=0.0207] and 10 min [p=0.0057]). Immunoblotting assays of eNOS showed linear
improvement after AET associated to dietary modification in comparison to obese control
animals (p=0.0352). Results have shown that the dietary modification and its association to an
aerobic exercise training, could detect substantial improvement on the endothelial response
and reduction in the number of leaks on ischemia/reperfusion. These modifications occurred
without any significant changes on biochemical markers.

Keywords: Microcirculation. Aerobic exercise. Obesity. Hyperlipid chow. Cardiovascular
diseases.
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INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca cronica que se caracteriza por acimulo excessivo de tecido
adiposo que compromete a satde do individuo [1], considerada atualmente um problema de
salde publica [2] com consequente aumento nos gastos publicos (entre 2 e 7%) em paises
desenvolvidos.

Desde a década de 80 a obesidade dobrou mundialmente e, em 2008, 1.5 bilhGes de
adultos foram diagnosticados como tendo sobrepeso e dentre estes 300 milhdes de pessoas
(homens e mulheres) sdo obesos. Em paises industrializados, a obesidade é responsavel por
um numero maior de mortes que a desnutricao, acometendo cerca de 30% da populacdo adulta
e cerca 25% da infantil [3].

Na etiologia da doenca estdo fatores cujas origens podem estar associadas a
caracteristicas genéticas, hormonais, enddcrinas, nutricionais, hipotalamicas, estilo de vida
(aumento do sedentarismo e maus habitos nutricionais), psicologicos e farmacoldgicos, que se
manifestam individualmente ou se inter-relacionam e se potencializam mutuamente.

H4, ainda, o aumento da obesidade infantil, que triplicou nos ultimos trinta anos, com
consequente desenvolvimento de patologias nesta populacao suscetivel. De fato, os individuos
obesos estdo mais suscetiveis ao diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares, esteatose hepatica,
problemas respiratérios, neurodegeneracédo, doencas biliares e certos tipos de cancer [4].

O tecido adiposo é metabolicamente ativo, ou seja, secretam mdaltiplas proteinas com
importantes efeitos metabolicos, as adipocinas, com importante papel na resisténcia insulinica
e complicacdes cardiovasculares associadas a obesidade, com destaque para o tecido adiposo
visceral ou central [5]. Dentre essas substancias ha aquelas que exercem ac¢des inflamatorias,
como o fator de necrose tumoral- a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6). Além disso, na
obesidade, ha infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo ativado que contribui para o perfil
inflamatdrio, descrito em pacientes portadores de obesidade visceral [6].

A adiponectina é abundante no sangue e tem sua origem no tecido adiposo. Em
oposicdo as adipocinas pro-inflamatdrias, os niveis de adiponectina estdo reduzidos em
individuos obesos, particularmente em portadores de obesidade visceral [7]. A adiponectina in
vitro melhora a sinalizacdo da insulina e protege contra a aterosclerose [8 e 9]. Os niveis
reduzidos de adiponectina em pacientes com obesidade visceral podem ser um dos fatores

responsaveis pelo perfil aterogénico e de resisténcia a insulina.
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Pacientes obesos com excesso de tecido adiposo abdominal tém niveis elevados
plasméticos de proteina C reativa, de IL-6 e TNF-o ¢ reduzidos de adiponectina. Esta claro
hoje, que ndo s as citocinas apresentadas acima, mas uma série de outras, dentre as quais IL-
1B (interleucina 1 beta), ligante 2 de quimiocina (CCL2) exercem papéis na obesidade,
considerada como um estado de inflamacao sistémica.

O estado inflamatério na obesidade difere do paradigma conhecido usualmente na
inflamacéo, tendo em vista que os sinais cardinais tradicionais vermelhiddo, sudorese, calor e
dor ndo se aplicam. Essas respostas estdo vinculadas a uma classica resposta associada a um
aumento da taxa metabolica basal e representa uma resposta rapida do sistema imune pela
presenca de patdgenos exdgenos.

A resposta inflamatoria da obesidade tem natureza diferente. Primeiro, o “gatilho”
inflamatdrio é metabolico e causado pelo excesso de consumo de nutrientes (neste caso, a
perda de peso estaria associada com a reducdo do estado inflamatorio). Segundo, ndo sé o
“gatilho” metabolico, mas também o estimulo proveniente de células especializadas, os
adipdcitos, sustentam tal estado inflamatorio (haja vista as citocinas mencionadas acima). A
exposicédo deste estado inflamatorio ndo se limita ao tecido adiposo, mas ocorre também no
figado [10], péncreas [11], cérebro [12] e possivelmente musculo [13], todos inter-

relacionados.
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1 OBESIDADE

A obesidade pode ser classificada de acordo com o IMC (indice de massa corporal) em
trés patamares: grau | (IMC entre 30 e 34,9), grau Il (IMC entre 35 e 39,9) e grau Ill (IMC>
40). Os graus de obesidade estdo intimamente relacionados com a gravidade desta patologia,
assim como 0s seus respectivos tratamentos (Figura 1). No grau I, os pacientes apresentam
risco de desenvolver doencas metabdlicas como diabetes tipo 2, cardiopatias, hipertensao e
alto colesterol. No grau Il, o risco do desenvolvimento de doencas metabolicas aumenta
linearmente e a taxa de mortalidade sobe para 50%. No grau Il ou obesidade morbida, o risco
sobe ainda mais e a taxa de mortalidade sobe para 90% [14]. O tratamento da obesidade
consiste na avaliacdo do estado do paciente e o grau de extensdo da sua patologia. No grau I,
o tratamento aconselhado é modificacdo do estilo de vida e re-educacgéo alimentar. No grau Il,
0s mesmos tratamentos sugeridos para o grau | com prescricdo medicamentosa e, no grau 11,

intervencdes cirurgicas.

TRATAMENTOS

@ES“ | - MODIFICACAO DO

ESTILO DE VIDA
(ADOTAR A PRATICA DE
EXERCICIOS DIARIOS) E
RE-EDUCACAO
ALIMENTAR

Risco Moderado de diabetes
30.34’9 Obesidade Grau | tipo ll, hipertensio, colesterol,

cardiopatia.

] - MODIFICA(;C)ES
PR | SUGERIDAS  PARA O

O risco de rnurl:ljdada aumenta GRAU | E PRESCR |(;AO
il MEDICAMENTOSA.

Risco Muito Grave, O risco de
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Figura 1: Tipos de obesidade e suas repercussGes para os pacientes. Na segunda coluna
encontram-se os tratamentos indicados.

A fisiopatologia da obesidade visceral esta relacionada a mobilizacao prejudicada de

acidos graxos, que contribui para a resisténcia insulinica encontrada nesses individuos. O
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tecido adiposo intra-abdominal hipertrofiado é caracterizado por um estado hiperlipolitico,
resistente aos estimulos antilipoliticos da insulina [15 e 16]. Em humanos h4 uma correlacéo
entre o acimulo de gordura visceral e o acimulo de acidos graxos ndo-esterificados no figado
(Figura 2).

A elevada concentracdo de acidos graxos livres no figado e 0 excesso de gordura
corporal estdo associados ao maior numero de distdrbios metabolicos, hormonais,
inflamatorios e cardiovasculares, como intolerancia a glicose, dislipidemia, hiperinsulinemia
[17] e estresse oxidativo com reducdo cronica da disponibilidade do 6xido nitrico [18], que no
conjunto implicardo em maior acometimento do sistema cardiovascular e impacto negativo

sobre os 6rgdos-alvo, particularmente sobre o eixo cardio-renal [19].
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Figura 2: As modificacdes vinculadas ao ganho de peso e a disfun¢do do tecido adiposo.
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1.1 Modelos experimentais de obesidade

Os modelos experimentais podem mostrar, de maneira controlada, o papel de cada um
dos componentes de patologias como a obesidade e o diabetes mellitus e, desta maneira,
fornecer subsidios para melhor compreenséo e tratamento. Dentre os inlmeros modelos para
se induzir experimentalmente obesidade destacam-se quatro: lesdo do nucleo hipotaldmico

ventromedial, ooforectomia, dietas hipercaléricas e modelos genéticos [20].

O modelo de lesdo hipotalamica é dividido em dois tipos: administracdo de glutamato
monosddio (MSG) e lesdo elétrica dos nucleos vetro-mediais do hipotdlamo. A administracéo
de glutamato monosodio é feita em ratos recém-nascidos, causa a destrui¢do da regido ventro-
medial do hipotalamo e nucleo arqueado e perda do controle entre a absor¢cdo e gasto
energético. A lesdo causada por estimulos elétricos é feita com eletrodos inseridos com uma
corrente de 1.2 mA, duracéo de 4 s (repetido trés vezes) e causa destruicdo bilateral do ndcleo
hipotalamico.

A ooforectomia, ao contrario dos dois tipos anteriores, resulta da observacdo que
mulheres, apds a menopausa, apresentam uma série de modificacbes metabdlicas, incluindo
ganho de peso. Este modelo é usado para se ter uma compreensao melhor das modificacdes
apos o fim da idade fértil, e desenvolver estudos de intervencdo que possam alterar o impacto
da reducdo hormonal. A remocdo das gbnadas das ratas causa uma queda inicial nos niveis de
leptina, correlacionado com um periodo de hiperfagia e significativo ganho de peso.

O modelo de obesidade induzido por dieta é o mais simples e, possivelmente, o que
mais se aproxima da obesidade encontrada nos humanos. Existem indmeros modelos para
induzir obesidade via dieta que provaram ser eficientes. Algumas dietas utilizam valores
hipercaldricos pela adicdo de carboidratos ou gordura, sendo que a maioria varia entre 0s
valores caloricos de 3,7 Kcal/g e 5,4 Kcal/g. Todas as dietas sdo altamente palataveis e
induzem rapidamente obesidade. Esses modelos se baseiam na substituicdo da racdo
comercial padrdo por ingredientes tais como maisena, leite condensado, banha de porco,
gordura vegetal hidrogenada, entre outros.

Por ultimo, o modelo genético de obesidade teve sua ascensdo na década de 90 com o
advento da clonagem e identificacdo de cinco genes. Além disso, nos Gltimos anos, animais
“knockout” ou geneticamente modificados foram usados para estudar a obesidade. Existem

cerca de 50 modelos genéticos de obesidade em roedores [21] e o primeiro dos cinco modelos
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monogenéticos de obesidade foi o diabético (db/db) e o obeso (ob/ob), ambos

comprometendo a mesma via metabdlica (Leptina).

1.2 Descrig¢éo da microcirculagao

E na microcirculagio que ocorre o principal propdsito da circulagio sanguinea que é o
intercdmbio de nutrientes e excretas entre os tecidos e o sangue circulante. A microcirculagédo
é composta por uma rede de vasos sanguineos com didmetro menores que 100 pum
denominados arteriolas, vénulas, capilares e linfaticos. As arteriolas sdo microvasos derivados
de ramificagOes provenientes das artérias. Possuem didmetro interno variavel e séo revestidas
por musculatura lisa, sendo também denominadas de vasos de resisténcia. As arteriolas
tendem a se ramificar de duas a cinco vezes formando capilares. Podem existir, antes dos
capilares, as arteriolas terminais ou metarteriolas que ndo apresentam revestimento muscular

continuo [22].

E através das arteriolas que o sangue inicia a perfusdo da rede capilar, percorrendo as
arteriolas terminais até alcancar os capilares. Na regido onde ha o inicio da formacao dos
capilares verdadeiros, pode existir o esfincter pre-capilar, a ultima célula muscular lisa antes
da circulacdo capilar, cuja funcéo € realizar a abertura e o fechamento da entrada do leito
capilar [23]. Os capilares sdo vasos extremamente delgados com estrutura constituida de uma
Unica camada de células endoteliais, sendo sua parede vascular altamente permeavel. A maior
permeabilidade encontrada, entretanto, € nas vénulas pos-capilares (diametro de 9-16 um). Os
capilares sdo circundados por uma membrana basal externa, sem presenca de musculatura
lisa. Devido ao reduzido diametro capilar, as hemécias e demais células sanguineas, como
leucacitos polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos, deformam-se para poder circular pelo
Iimen. Os capilares com menor diametro sdo chamados de capilares verdadeiros [24]. Em sua
parte terminal, os capilares unem-se para formar as vénulas pds-capilares, vasos também
considerados de troca, que sdo possuidores de uma parede vascular composta por células
endoteliais, sem musculatura lisa [24]. Apos fluir pelas vénulas pds-capilares, o sangue

percorre vénulas e veias, retornando ao coracao.
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As vénulas atuam como canais coletores, denominados canais de capacitancia, ttm um
didmetro maior que o das arteriolas correspondentes e uma camada muscular lisa menos

espessa.

Existem varios procedimentos que servem para avaliar a microcirculacdo, dentre eles,
os mais utilizados sao a reatividade microvascular e a permeabilidade a macromoléculas. A
reatividade microvascular € um pardmetro microcirculatorio caracterizado pela resposta
vascular a drogas vasoativas e a variagdo de volume circulante nos vasos. Sua anélise é feita
por meio da medicdo da variacdo de diametro dos microvasos. Dentre as diversas drogas, com
efeito vasoativo, duas sdo usadas de rotina: a acetilcolina e o nitroprussiato de sédio.

O efeito vasodilatador da acetilcolina em vasos sanguineos isolados necessita do
endotélio com integridade estrutural e funcional, para que haja a homeostasia da parede dos
vasos e da funcdo circulatéria [25]. A ativacdo dos receptores muscarinicos resulta na
liberacdo de uma substéncia vasodilatadora (0xido nitrico) que se difunde pelo musculo liso
provocando relaxamento [26]. O nitroprussiato de sodio (SNP) produz relaxamento do
musculo liso por ativacdo da enzima guanilato ciclase e pelo aumento da producédo de
GMPciclico e vasodilatacdo independente de dano ao endotélio. Além disso, 0 nitroprussiato
de sodio age no sistema artério-venoso, sendo importante por avaliar de forma mais ampla a

microcirculacdo [27].

Como caracterizado pelo grupo de Moncada [28], o 6xido nitrico € um gas que em
condi¢cdes normais de temperatura e pressdo apresenta uma estrutura com um radical livre
com possibilidade de reagir com outras substancias. Biologicamente, age como um metabolito
que, por propriedades quimicas, possui a tendéncia a se dissolver seletivamente em
membranas biologicas e, também, na fase lipidica das células [29]. Hoje ja se sabe que o
oxido nitrico é sintetizado por uma enzima, a 6xido nitrico sintetase (NOS) a partir do
aminodacido arginina na presenca de NADPH e do ion célcio, em uma reacdo que envolve dois
graus de mono-oxigenacdo. O primeiro é a formacdo do N“-hidroxiarginina usando uma
molécula de O, e uma molécula de NADPH na presenca de tetrahidrobiopterina. O segundo
grau € a oxidagcdo na N“-hidroxiarginina que forma citrulina e dxido nitrico [30]. Assim, a
diminuicdo do relaxamento vascular encontrado em modelos experimentais de diabetes e em
pacientes pode ser causada por uma diminui¢do da producdo de oxido nitrico pelas células
endoteliais; por um aumento na velocidade de fragmentacao do proprio, isto é, diminuicdo de

sua vida média; uma insensibilidade ao 6xido nitrico adquirida pelas células musculares lisas
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da parede dos vasos; ou por um aumento da producdo dos fatores de contragdo também
derivados das células endoteliais, que possuem efeitos opostos ao dxido nitrico.

A determinacdo da permeabilidade capilar ocorre por meio de trés parametros: a taxa
de difusdo de solutos através da parede vascular; a area da membrana de troca e a diferenca de
concentragdo entre 0s meios intra e extracelulares. A troca entre o plasma e o meio
extravascular é determinada pelas propriedades fisicas da membrana vascular e, sobretudo,
pelo desequilibrio entre as forcas oncoéticas e hidrostaticas atuantes nesses meios [31]. A
exsudacdo de proteinas plasmaticas e outras macromoléculas ocorre através das juncles
intercelulares das células endoteliais, exclusivamente nas vénulas po6s-capilares ndao sendo
observadas nas arteriolas, capilares ou vénulas [32]. As juncdes intercelulares respondem a
ativacdo, contraindo-se, 0 que promove a separacao das células endoteliais e a permissdo para
que as macromoléculas possam extravasar da microcirculagéo [33].

Em casos de inflamacdo aguda ou em momentos seguintes a aplicacdo topica de
farmacos como a histamina, bradicinina, prostaglandinas [34], leucotrienos [35] ou
endotoxinas bacterianas [36 e 37], a permeabilidade vascular a macromoléculas aumenta nas
vénulas pds-capilares, sendo um evento importante nas reac6es inflamatorias e na formacao
de edema [38]. Este aumento da permeabilidade vascular € totalmente reversivel, sendo
também dependente da concentracdo do ion célcio e de filamentos de actina e miosina

intracelulares [39].

A permeabilidade a macromoléculas na microcirculacdo pode ser avaliada através da
observacdo dos pontos de extravasamento formados por moléculas fluorescentes injetadas por
via intravascular e distribuidos por toda a circulacdo sistémica. Além disso, pode ser avaliada
através da microscopia intravital usando luz fluorescente e visualizacdo dos pontos de
extravasamento do marcador FITC-dextrana diretamente, tornando possivel a correlacédo entre
0s pontos de extravasamento e a morfologia microvascular. O FITC-dextrana € disponivel em
varios pesos moleculares, mas o usado em estudos experimentais de permeabilidade a
macromoléculas é o de 150000, ideal por ser facilmente detectavel ao microscopio devido a

sua intensidade fluorescente, mesmo em pequenas concentragdes [40].

O modelo experimental utilizado no trabalho foi o da bolsa da bochecha de hamsters.
Essa técnica é amplamente utilizada em estudos que quantificam danos oxidativos na
microcirculacdo, avaliando o aumento da permeabilidade a macromoléculas, a reatividade
microvascular, adesdo leucocitaria, entre outros. A bolsa da bochecha consiste em

invaginacdes bilaterais da mucosa oral em forma de sacos membranosos, reversiveis,
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transparentes e altamente vascularizados, que se prolongam no tecido subcutaneo até a regido
dos ombros. Na regido proxima a insercdo oral, a parede da bolsa é revestida por fibras
musculares longitudinais e por um longo musculo retrator. As bolsas sdo irrigadas por ramos
provenientes da artéria cardtida externa [41] e por serem constituidas de tecido conjuntivo
transparente, pode-se observar o leito microcirculatorio da preparagdo. Uma caracteristica
importante, € que a bolsa da bochecha ndo possui vasos linfaticos ou linfonodos [42]. O
estudo experimental s6 foi possivel porque estas preparacdes sdo bastante sensiveis a
aplicacdo tdpica de drogas vasoativas e outras substancias terapéuticas, além de ser um

modelo experimental que permite a observacao do leito microciculatorio in vivo.

1.3 Microcirculacao e obesidade

A microcirculacdo e a celula endotelial apresentam funcbes essenciais para a
manutencdo da homeostase. Em condi¢des normais, o endotélio € uma camada Unica de
celulas organizadas em forma de fuso que separa o sangue da parede vascular e é responsavel
pela manutencdo da homeostase microvascular, respostas inflamatdrias e crescimento dos
vasos [43]. A disfuncdo microvascular € um evento precoce na obesidade e provavelmente
secundario a disfuncdo endotelial e rarefacdo capilar. A disfuncdo endotelial pode
comprometer caracteristicas funcionais do endotélio vascular associadas com diabetes e
doencas cardiovasculares, mudancas na vaso-regulacdo, aumento na producdo de
intermediarios de espécies reativas de oxigénio, ativacdo inflamatoria, e funcdo de barreira
alterada [44]. Existem varios estudos que sugerem que a producdo aumentada de radicais
livres no diabetes mellitus pode ser a causa mais provavel da inativacdo do 6xido nitrico [45].

Ha& indicacdo que a maior parte dos tipos de célula da parede vascular, incluindo o
endotélio e as células musculares lisas sdo capazes de sintetizar quantidades significativas de
radicais livres, sendo a espécie mais produzida por estes tipos de célula o ion superoxido.
Devido a alta concentracdo de superoxido dismutase presente nos tecidos, forma-se perdxido
de hidrogénio [46]. Os radicais hidroxila, particulas extremamente reativas, sdo derivados da
reacdo de peroxido de hidrogénio e ion ferro reduzido (Fe™) ou resultam da reacio do fon

peréxido com 6xido nitrico (NO) formando o peroxinitrito (ONOO).



22

No sistema vascular, o Unico tipo de célula que se acredita capaz de produzir a enzima
xantina oxidase parece ser a célula endotelial. Na forma desidrogenase, essa enzima faz a
oxidagdo da hipoxantina a xantina e o acido Urico é ligado a reducdo de NAD" a NADPH. Na
forma oxidase, 0 metabolismo da hipoxantina resulta na reducdo de O, a ion superdxido e
H,O,. Estimulos como hipdxia e reoxigenacdo parecem aumentar a atividade da xantina
oxidase. Além disso, os metabolitos produzidos nos tecidos durante a hipdxia como o lactato
(vindo da glicolise anaerobica) e a hipoxantina (da degradacdo do ATP) servem de substrato
para a producdo de O, pela parede vascular. Um dos sistemas mais sensiveis regulados por
H,O, é a estimulacdo da producdo de prostaglandinas e a atividade da guanilato ciclase do
citosol. A inativacdo do NO e a inibicdo da estimulacdo da forma citosolica da guanilato

ciclase sdo processos muito sensiveis a elevacdo do nivel de ion perdxido.

Algumas doencas ligadas a expressdo de processos de oxidagdo, como o diabetes [47],

estdo tambem associadas a um aumento do papel das prostaglandinas de contracao.

Atualmente, esta claro que a disfuncdo microvascular afeta a pressdo e padrbes de
fluxo e é responsavel por consequiéncias para a resisténcia vascular periférica, e também por
mudancas mediadas pela insulina na perfusdo muscular e metabolismo da glicose [48].

O aumento da vasoconstricdo e a reducdo das respostas vasodilatadoras podem ser
demonstrados na microcirculacdo de individuos obesos. Rarefacdo nas arteriolas e capilares
dentro dos leitos vasculares em varios tecidos (musculo e pele) também é observada [49 e 50].
Além disso, problemas microcirculatorios em obesos sugerem que isso poderia ser um fator
causal em patologias associadas com o diabetes como resisténcia insulinica e hipertensao
[51].

Como mencionado anteriormente, os adipocitos podem influenciar todo o balango
energético corporal modulando seu metabolismo. O tecido adiposo secreta varias substancias
como AGL (&cidos graxos livres), TNF-a, leptina e adiponectina que podem influenciar a
funcdo microvascular. A exposicéo cronica aos AGL pode estar relacionada com o estado de
resisténcia a insulina, responsavel pela repressao da lipdlise que prejudica a funcdo vascular

em vasos de resisténcia em humanos e na microvasculatura de ratos [52].
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1.4 Funcgéo endotelial

As células endoteliais sdo uma barreira unica de células de um 6rgdo multifuncional
dindmico localizado na interface entre elementos sanguineos e tecidos extra-vasculares. As
funcdes endoteliais sdo definidas por cinco caracteristicas fenotipicas: permebilidade
vascular, tébnus vascular, coagulacdo e trombolise, respostas inflamatérias e crescimento
vascular [53]. Além disso, em condicGes fisioldgicas ainda é responsavel por preservar a
fluidez de membrana, fluxo sanguineo laminar e inibir a proliferacdo celular, migracdo e
também gerar e liberar o 6xido nitrico, um fator vasodilatador. O 6xido nitrico produzido
ativa a guanilato ciclase (GCs), mantém o ténus vascular que é fator determinante para a
regulacdo do fluxo e presséo sanguinea. A via de sinalizacdo IRSPI3K é um fator chave para a
producdo de oOxido nitrico e, como em outros tecidos, o excesso de nutrientes rapidamente
induz inflamacéo endotelial. Em resposta, a sinalizagdo IRS-PI3K e producéo de 6xido nitrico
sdo inibidas. Sendo assim, a resposta da vasculatura ao excesso de nutrientes € um reflexo da
observada em outros tecidos, e oferece um link plausivel entre 0 excesso de nutrientes e
doencas cardiovasculares (Figura 3). A enzima responsavel pela producéo de 6xido nitrico é a
oxido nitrico sintase (NOS2) constantemente ativada pela forga de cisalhamento produzida
pela circulagdo sanguinea.

A disfuncdo endotelial, clinica e experimentalmente, é definida como alteracdes no
relaxamento vascular por reducdo de fatores protetores do endotélio, como o éxido nitrico
(NO), prostaciclina e outros (Figura 3). A ativacdo endotelial, seguida por disfuncéo,
predispde a um estado constritor, inflamatorio e coagulante, de maneira a alterar a homeostase
vascular com consequente estado pré-aterogénico. Esse disturbio fisioldgico é caracterizado
como um evento precoce na doenca arterial, associado ao desenvolvimento de alteracdes
associadas com a reatividade microvascular e endotelial antes de serem observadas alteracdes
estruturais, ndo s6 em adultos, mas também em criancas [54, 55 e 56]. Estudos realizados por
Meyers e colaboradores [57 e 58] sugerem que as anormalidades estruturais e funcionais ja
sdo evidentes em criancas obesas em idades entre 9 e 12 anos, com espessura intima-média
nos vasos, disfuncdo endotelial e altos niveis de marcadores de ativacdo endotelial. Além
disso, a disfuncdo endotelial é associada a diversos fatores de risco como resisténcia &
insulina, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, hipertensdo arterial, envelhecimento e
obesidade [59]. O excesso de gordura estd intrinsecamente relacionado com a disfuncéo

microvascular, pois induz doenga vascular periférica, com diminuicéo da reperfuséo periférica
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nos tecidos e membros, causando também edema e perda progressiva da funcéo e viabilidade
do tecido [60].
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Figura 3: Via intracelular desencadeada em individuos obesos, por meio da via IRS-PI3K.
Aumento da via Ras/Rho em detrimento da IRS-1 ocasiona um aumento da vasoconstriccao.

1.5 Atividade fisica

A inatividade fisica teve seu auge no mundo ocidental nas Ultimas décadas e as
mudancas tecnoldgicas reforcam este cenadrio [61]. Estima-se que o sedentarismo é
responsavel por aproximadamente um terco das mortes por doenca coronaria, cancer de colon
e diabetes tipo 2 [62]. Portanto, a inatividade fisica € um fator chave na etiologia e progressao
de doencas cronicas, incluindo doencas cardiovasculares e metabolicas. Em adicdo, a
caracteristica da sociedade moderna, de baixo gasto energético diario, com saldo
constantemente positivo da balanca energética, as consequéncias da inatividade fisica
parecem ser piores. A pletora de evidéncias a partir de estudos ocupacionais, tempo de lazer e
taxas de “fitness” suportam uma associagao inversa, forte, e independente entre a atividade

fisica e saude com relagdo as doencas cardiovasculares (DCV) e, sobretudo, a mortalidade em
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individuos aparentemente saudaveis e naqueles com DCV documentadas [63]. Exercicios
regulares estdo associados com a reducao de eventos vasculares primarios [64] e secundarios
[65]. Programas de alta e baixa intensidade mostraram respostas em termos de reducdo de
adiposidade e melhoras de diversos fatores de risco metabolicos como triglicerideos, HDL-c,
insulina e HOMA-IR quando ambos os regimes utilizaram o mesmo gasto energético [66].
Independentemente da maior parte dos dados, resultados controversos em programas de
exercicios de baixa [67] e alta [68] intensidades tiveram efeitos moderados em termos de
aumento dos niveis de HDL-c. Apesar de existirem inimeros protocolos de exercicios
aerdbicos cronicos esses estdo, normalmente, associados a um corte calérico significativo e
expde o animal a uma alta intensidade. Protocolos aerébicos de baixa intensidade séo
utilizados para exposi¢Oes agudas. Adiciona-se a isso 0 fato de que essas intervengdes estéo
acompanhadas de reducfes caldricas significativas, ndo mimetizando, de fato, uma dieta de
acompanhamento nutricional.

Os efeitos do exercicio na fungdo endotelial s&o relacionados ao estimulo provocado
pela forga de cisalhamento (“shear stress”). Esse estimulo ¢ relacionado a VAarios outros no
endotélio em termos de aumento na atividade da enzima oxido nitrico sintase (eNOS) e
aumento da expressdo da oOxido nitrico sintase endotelial fosforilada (eNOS-P), Akt.
Adiciona-se a isto a maior producédo de 6xido nitrico (NO) e reducéo do estado inflamatorio.

Existem alguns riscos associados a pratica de exercicios fisicos, 0 mais 6bvio seria a
lesdo da musculatura esquelética, e existem preocupacbes de profissionais da area que
mudancas repentinas no status do exercicio possam exacerbar complicacdes microvasculares
e macrovasculares em pacientes diabéticos. Portanto, cuidados como risco-beneficio
individualizado por paciente, e regimes que tém incremento de intensidade com o tempo [69]
devem ser considerados. Ha uma falta de concordancia na populacdo sedentaria com relacao
aos regimes de exercicio envolvendo o esforco para a execucdo do protocolo. Os motivos
abrangem o grau de dificuldade, falta de diversdo, falta de confianca e intimidacdo pelo
ambiente de academia. Exercicios de menor intensidade tém maior aderéncia por parte dos
pacientes e, conseqlientemente, uma maior taxa de sucesso em termos de beneficios. A
intensidade do exercicio tem que ser graduada e adequada individualmente. A FITT
(freqliéncia, intensidade, tipo e tempo) para individuos com sobrepeso recomendada pela
“American College of Sports Medicine”, 2007 [70] estipula:

- Freqiiéncia: 3-5 dias na semana com gasto total energético de 1000-2000 kcal por semana.

- Duracéo: 20-60 minutos por sessdo com gasto total > de 300 kcal por dia.
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- Intensidade: 55-90% do limite de taxa de batimentos cardiacos alcan¢ados por meio de teste
de esforgo.
- Tipo de exercicio: Exercicios resistidos e atividades aerdbicas de maneira prolongada

(corrida, ciclismo e caminhada). Uma mistura dos tipos de exercicio pelo menos 2-3 vezes por
semana.
Os exercicios trazem beneficios enormes para os individuos em especial para

pacientes obesos, porém modificacbes no estilo de vida sdo dificeis de serem alcangadas.

1.6 Exercicio e a célula endotelial

O exercicio fisico por meio da for¢a de cisalhamento (“shear stress”) propicia um
aumento dos estimulos agonistas endoteliais revertido em uma maior vasodilatagéo endotélio-
dependente. A mudanca na vasodilatacdo endotélio-dependente induzida por acetilcolina é
diretamente relacionada com o estimulo da forca de -cisalhamento/fosforilacdo Akt
dependente da enzima éxido nitrico sintase endotelial (eNOS) na serina-1177 [71]. Niveis
fisiologicos da forca de cisalhamento atuam como estimulo para a diferenciacdo de células
endoteliais de veias umbilicais humanas para induzir um fenotipo protetor, anti-aterogénico
onde ha “up regulation” de genes in vitro similares aos expressos em células endoteliais in
vivo [72]. O “laminar shear stress” (LSS) ¢ responsavel por estimular a expressao de pelo
menos 107 genes em muitas artérias [72]. Os genes endoteliais regulados especificamente
pelo LSS inclui molécula de adesdo intracelular-1 (ICAM-1), ciclooxigenase 2, eNOS,
SMAD6, TGF-bl, Cu/Zn superoxido dismutase (SOD), trombomodulina, aldeido
desidrogenase-6, heme-oxigenase-1, entre outros. Interessantemente, os genes regulados pelo
“shear stress” pertencem a um nimero limitado de grupos funcionais que incluem genes
relacionados com: metabolismo oxidativo, inflamacdo, apoptose, crescimento/proliferacdo e
diferenciacdo celular. Isso sugere que o fluxo é um importante estimulo biomecanico que
exerce regulagdo da expressdo endotelial in vivo e que 0s genes estimulados por “shear stress”
exercem um papel na manutencao da homeostase endotelial in vivo.

A acetilcolina provoca um aumento da [Ca?*] endotelial e concomitantemente da
vasodilatacdo. Nas células endoteliais, a enzima 6xido nitrico sintase localiza-se nas caveolas
com uma configuracdo translacional acetilada. Nesta configuracdo, a NOS é negativamente

regulada pela caveolina, porém, ao ser estimulada por agonistas (como a acetilcolina e
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bradicinina) h& a dissociacdo do complexo caveolina/NOS. A liberacdo de célcio, e sua
consequente ligacdo com a caveolina, sdo responsaveis pela dissociagdo do complexo, que
permite a ativacdo da NOS e producgdo do 6xido nitrico. O éxido nitrico estimula a guanilato
ciclase com conseqiente producdo de GMPciclico (GMPc). Posteriormente ha ativacdo da
proteina quinase dependente de GMPc responsavel por um aumento da extrusdo de célcio do
citosol da celula muscular lisa vascular e, inibi¢do da maquinaria contratil da vasculatura [73].
Nos individuos obesos, a vasodilatagdo provocada pela acetilcolina com concomitante
liberacdo de calcio esta prejudicada. O exercicio, juntamente com o0 maior estimulo provocado
pelo “shear stress”, ¢ responsavel por aumentar a sinalizagdo de vasodilatacdo
acetilcolina/Ca®*/NO. Isso ocorre por um aumento da resposta do calcio e, conseqiientemente,
aumento da vasodilatacdo endotélio-dependente provocada pela liberacdo de 6xido nitrico
[74].



2 OBJETIVOS GERAIS

houve intervencGes de alta intensidade ou de grandes restricdes caldricas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar, ap6s a inducdo de uma obesidade exdgena causada pelo o uso de uma
racao hiperlipidica, os efeitos na microcirculacdo, de uma mudanca ou ndo desta dieta e sua
associacdo ou ndo a um programa de treinamento aerébico (PTA) durante as ultimas 8
semanas, obeservando a possivel reversibilidade dos danos causados por alimentacdo com

Foram utilizados procedimentos de intervencdo singulares, tendo em vista que néo

dieta hiperlipidica por 12 semanas.

2.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram testar os efeitos da mudanga ou ndo da dieta e

associagdo ou ndo a um programa de treinamento aerobico (PTA) durante 8 semanas sobre:

1.

2.

A reatividade microvascular endotélio-dependente e independente;

A inducdo da permeabilidade a macromoléculas induzida por isquemia/reperfuséo;

. Aexpressdo de eNOS e iNOS;

IMC, depésitos de gordura, perfil lipidico e glicemia.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados para o projeto 120 machos adultos da espécie Mesocricetus auratus,
com massa corporal inicial em torno de 60 g. Esses animais foram provenientes de colonias
de criacdo da ANILAB (Paulinia, S&o Paulo). Os animais foram utilizados logo ap6s o
periodo do desmame (aproximadamente 23 dias apds o nascimento). Durante todo o periodo
de tratamento, os animais foram mantidos em um ambiente com temperatura controlada a
20°C com ciclo diurno/noturno de 12h mantido por temporizador. Todos os grupos foram
tratados com racdo de alto teor lipidico (a composicdo da racdo encontra-se na tabela 1).
Dando prosseguimento ao tratamento alguns grupos tiveram a dieta alterada para racdo
isocaldrica (Nutrilab, Mercavet, Belo Horizonte, MG, Brasil) associada ou ndo ao treinamento
aerobico (Figura 6).

3.1 Grupos experimentais

Os hamsters foram aleatoriamente distribuidos em quatro grandes grupos, Obeso
controle (OBC), Obeso Exercitado (OBEX), Obeso + Racdo Comum (OBRC), Obeso +
Racdo Comum/Exercicios (OBRCEX). Esses grupos foram subdivididos em trés grupos de
experimentos/procedimentos:  Acetilcolina  (Ach), Nitroprussiato de Sddio (SNP),

Isquemia/Reperfuséo (I/R).

+* Grupo OBESO CONTROLE (OBC; n=30) — Animais que ingeriram a racao

hiperlipidica durante as 20 semanas de tratamento.

v Grupo Obeso Controle 1 (n=10) - reatividade microvascular avaliada por aplicacdo

topica de acetilcolina (Ach);

v Grupo Obeso Controle 2 (n=10) - reatividade microvascular avaliada por aplicacdo

topica de nitroprussiato de sédio (SNP);
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v Grupo Obeso Controle 3 (n=10) - avaliagdo do nimero maximo de extravasamentos

induzidos por isquemia/reperfusao.

* Grupo OBESO + EXERCICIO (OBEX; n=30) — Animais que ingeriram a ragéo
hiperlipidica por 20 semanas associada, nas ultimas oito semanas, a um programa de
exercicios aerobicos (P.T.A.).

v Grupo Obeso+Exercicio 1 (n=10) - reatividade microvascular avaliada por aplicacdo
topica de acetilcolina (Ach);

v Grupo Obeso+ Exercicio 2 (n=10) - reatividade microvascular avaliada por aplicacdo

topica de nitroprussiato de sddio (SNP);

v Grupo Obeso+ Exercicio 3 (n=10) - avaliacdo do nimero maximo de extravasamentos

induzidos por isquemia/reperfusao.

+  Grupo OBESO + RACAO PADRAO (N=30) — Grupo que foi tratado com a racio
hiperlipidica por um periodo de 12 semanas e, nas ultimas oito semanas, teve a dieta

modificada para racdo comercial padréo.

v Grupo Obeso + Racdo Padrdo 1 (n=10): reatividade microvascular avaliada por

aplicacdo topica de acetilcolina (Ach);

v Grupo Obeso + Racdo Padrdo 2 (n=10): reatividade microvascular avaliada por

aplicacdo tdpica de nitroprussiato de sodio (SNP);

v Grupo Obeso + Racdo padrdo 3 (n=10): avaliacio do namero maximo de
extravasamentos induzidos por isquemia/reperfusao;

+* Grupo OBESO + RACAO PADRAO/ EXERCITADO (n=30): Grupo que foi tratado
com a racdo hiperlipidica por um periodo de 12 semanas €, nas ultimas oito semanas, teve a
dieta modificada para racdo comercial padrdo associada a um programa de exercicios
aerobicos (P.T.A)).

v Grupo Obeso + Racdo Padrdo 1 (n=10): avaliacdo da reatividade microvascular

avaliada por aplicacdo topica de acetilcolina (Ach);

v Grupo Obeso + Racdo Padrdo 2 (n=10): avaliacdo da reatividade microvascular

avaliada por aplicacdo topica de nitroprussiato de sodio (SNP);

v Grupo Obeso + Racdo padrdo 3 (n=10): avaliacdo do numero maximo de

extravasamentos induzidos por isquemia/reperfusao;
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Figura 4: Desenho experimental: Os animais receberam a racéo hiperlipidica por 12 semanas
e foram, entéo, redistribuidos aleatoriamente em 4 grupos pelas oito semanas seguintes: OBC,
manteve a ragdo hiperlipidica; OBEX, manteve a ragdo hiperlipidica associada a um
treinamento aerobico (T.A.), OBRC, dieta modificada para racdo comercial padrdo e
OBRCEX, dieta modificada associada a um treinamento aerdbico (T.A.). Na vigésima
semana, 0s experimentos foram feitos.

Ty

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

SEMANA

12 SEMANAS 8 SEMANAS
RACAO HIPERLIPIDICA

12 SEMANAS 8 SEMANAS
RAGAO HIPERLIPIDICA * PT.A.

12 SEMANAS 8 SEMANAS

RAGAO HIPERLIPIDICA + RACAO PADRAO

12 SEMANAS 8 SEMANAS

RAGAO HIPERLIPIDICA $ SAgho PATT—TO_,;_:

OBC — Obeso controle
OBEX — Obeso + rotina de exercicios aerébicos
OBRP — Obeso + modificacio de tratamento para ragdo comercial padrio

OBRC/EX - Obeso + modificacdo de tratamento para ragdo comercial padréo associada a uma rotina de exercicios aerébicos

*PT.A. —Protocolo de treinamento aerdbico

Figura 5: Protocolo experimental durante as 20 semanas. Na 20? semana, 0s animais foram
submetidos aos procedimentos de analise da microcirculacdo, sacrificio e coleta de materiais

para futuras analises.
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3.2 Protocolo de treinamento aerdbico

Uma semana antes do inicio do protocolo de exercicios, os animais foram introduzidos
na esteira para ambientagdo com a maquinaria, com tempo e velocidades inferiores aos do
protocolo (15 minutos a 7m/min). A rotina de exercicios foi implementada cinco vezes por
semana, nas ultimas oito semanas de protocolo e, caracterizou-se pelo incremento gradual da

velocidade, do tempo e da angulacdo da esteira [75].

PROTOCOLO DE TREINAMENTO AEROBICO
L&
™' .\Q
.@ \$ \é‘ &
TEMPO (min e hora) & of & &
& Y o A} & & I &
E v o g S S & & &
VELOCIDADE (m/min) N i P > & & & &
s & & & 5 ¥ & ¢
SEMANAS 123Sem | 132Sem|142Sem | 152Se
ANGULACAO 0 0 0 5 5 5° 57 57

Figura 6: Esquema do protocolo de treinamento aerobico feito a partir da 122 semana de
tratamento. No esquema encontram-se as velocidades com seus respectivos tempos e a
angulacao da esteira relacionados com as ultimas oito semanas de tratamento.
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Legenda
1- Baias para introdugdo dos animais 3— Grades condutoras de
2 - Painel de controle da esteira: botdo de choque

liga/desliga, controle da velocidade (metros,
m/min e cm/min), botdo de controle do
cronémetro e regulador de choque (O0mA a
0,4mA

4 - Controle de angulagao

Figura 7: Equipamento (Esteira Insight Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
utilizado para o protocolo de treinamento aerobico.

3.3 Racao hiperlipidica

A racdo hiperlipidica tem como base a racdo padrdo (Nutrilab, Paulinia, Sdo Paulo)
com adicdo significativa no teor de gordura [76]. A racdo foi triturada e, em seguida, foram
adicionados gordura vegetal hidrogenada previamente derretida (Primor, Brasil) e leite

condensado (Nestlé, SP, Brasil). As proporcdes e valores caloricos encontram-se na tabela 2.
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Tabela 1: Tabela de valores nutricionais da racao hiperlipidica e hipercalérica fabricada no
laboratorio.

COMPARACAO ENTRE RACAO PADRAO E DIETA HIPERLIPIDICA

COMPONENTES DIETA HIPERLIPIDICA RACAO PADRAO
(% PESO) (% PESO)
GORDURA VEGETAL 25 i
HIDROGENADA?
LEITE CONDENSADO? 15 -
PROTEINA 15 =
GORDURA 30 6
CARBOIDRATOS 55 71
ENERGIA (kcal/g) 5,50 4,28

L Ragao Padrao para roedores, Nuvital, Nuvilab, Colombo PR, Brasil.
2 Gordura Vegetal hidrogenada, Primor SC, Brasil.
3 Leite condensado, Nestlé SP, Brasil.

3.4 Metodologia

No dia do experimento, a anestesia foi induzida com uma injecdo intraperitoneal de
0,2ml/100g de massa corporal de pentobarbital sodico (Pentobarbital Sodique, Sanofi, Franca,
60 mg/ml). A temperatura corporal do animal foi mantida constante, em torno de 36,5°C
durante todo o experimento com o uso de uma manta aquecedora controlada por um termistor
retal (Thermostat System, Uppsala Processdata AB, Suécia). Para facilitar a respiracdo foi
feita uma traqueostomia com insercdo de um tubo traqueal (PE 190). A veia femoral foi
canulada com o uso de um tubo de polietileno (PE 10) para a injecdo endovenosa de
anestésico (a-cloralose-25mg/ml — Sigma Chemical, USA — na quantidade de 0,3ml/100g de
massa corporal) e do marcador fluorescente FITC-dextrana (FITC-Dextran, PM 150 000
dalton — Sigma, USA — 0,3ml/100g de massa corporal) importante para visualizar os pontos

de extravasamento microvasculares.

O hamster foi colocado em um estereomicroscopio e a bolsa bochecha (BBH) foi
evertida, de modo ndo traumatico, com o auxilio de um cotonete umedecido em solucdo de

NaCl a 0,9%. A parte distal ndo muscular da bolsa da bochecha foi, entdo, fixada em um anel
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de silicone localizado na borda de uma placa de acrilico e exposta a superficie inferior. A
fixagdo da regido descrita ocorreu com o auxilio de pinos metélicos (Figuras 7 e 8). Em todas
as preparagdes, foi evitado o excessivo estiramento ou enrugamento da regido da bolsa
bochecha fixada na placa. O tecido conjuntivo frouxo foi removido para permitir a
observacdo de vasos da microcirculagdo. Todo procedimento foi realizado com extrema
cautela para nédo danificar vasos calibrosos evitando sangramentos que pudessem alterar o
fluxo sanguineo normal. A superficie inferior da bolsa foi dissecada com auxilio de um
estereomicroscopio (Nikon SMZ-1, Japao) com magnificacdo de dez a dezesseis vezes e as
areas nao vascularizadas de tecido conjuntivo frouxo que cobriam os microvasos foram
retiradas com o auxilio de instrumentos cirdrgicos. A &rea final da preparagdo visualizada foi

de, aproximadamente, 1cm?.

Figura 8: Bolsa da bochecha do hamster ap6s o término da preparacdo, feita com o
estereomicroscopio. A preparacdo foi fixada com pinos de metal na placa de acrilico com anel
de silicone.
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Figura 9: Preparacdo da bolsa bochecha do hamster para isquemia local feita por um
torniquete inflavel colocado em sua parte proximal.

Apos o término da retirada do tecido conjuntivo, a placa de acrilico com o animal foi

colocada para observacdo da microcirculagdo em um microscépio Ortholux Il (Leitz, Wetzlar,
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Alemanha). A fonte luminosa foi uma lampada de mercurio HBO 100W/2 (Osram,
Alemanha) para observagdo em luz florescente (luz ultravioleta) alimentada por uma fonte
IREM modelo E2-XH5 P/L (Suécia). Durante a preparacdo e todo o experimento, a bolsa
bochecha permaneceu totalmente submersa em uma solugdo tampdo com HCO3; e HEPES
com fluxo e velocidade de perfusdo constantes através de uma bomba de perfusdo (Peristaltic
Pumb P-3, Pharmacia Fine Chemicals, Suécia).

A composigéo da solugdo tamponada com HEPES e HCO3™ foi em mM: NaCl 110,0;
KCI 4,7; CaCl, 2,0; MgSO4 1,2; NaHCO; 18,0; acido N’-2’-hidroxieltilpiperazine-N’-2-
etanosulfonico (HEPES) 15,39; e, HEPES sal de Na* 14,61. A temperatura foi mantida a
36,5°C através do uso de um banho de aquecimento (WWR Scientific modelo 1130 A, USA).
Para manter o pH em 7,4 e a pressédo de oxigénio na preparacdo em torno de 12 a 15 mmHg,
utilizou-se de uma mistura de 95% de nitrogénio e 5% de CO, (White Martins Gases
Especiais, Brasil) que borbulhou constantemente a solucéo.

!

Figura 10: Sistema de microscopia intravital utilizado para observacao da preparacao da bolsa
da bochecha. R = Reservatdrio da solucdo de superfusdo; S = Serpentina de aquecimento da
solucdo; BP = Bomba de perfusdo; H = Hamster, e, M = Microscopio intravital.

Apo6s o procedimento cirurgico, a preparacdo permaneceu em repouso por trinta

minutos, periodo necessario para a estabilizacdo da microcirculacéo.
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3.4.1 Medida de reatividade microvascular

Apb6s a preparagdo da bolsa da bochecha e seu tempo de acomodacgdo, foram
escolhidos e gravados trés campos contendo, no minimo, uma arteriola e uma vénula. Os
campos foram filmados por um circuito fechado de televisdo acoplado ao microscopio e
gravados por um videocassete para subseqliente andlise do didmetro interno venular e

arteriolar. O tempo de gravagao de cada campo foi de dois minutos.

Para andlise, utilizou-se um paquimetro digital da marca “Mitutoyo” (Digmatiz
Caliper, Mitutoyo Corporation, Japao) e o procedimento foi percorrer a distancia de um lado a
outro da parede interna do vaso. O resultado encontrado no visor do video foi corrigido por
um fator numérico obtido através de uma régua de escala micrométrica colocada no
microscopio. O resultado final compreendia o didmetro interno real do vaso, em um (utilizado
para fazer o aumento percentual de dilatacdo do vaso em relacéo ao basal).

Apos a gravacdo dos campos durante o controle, foram feitas trés aplicacdes topicas de
acetilcolina (Acetilcoline Chloride, Sigma Chemical, USA) ou nitroprussiato de sodio
(Sodium Nitroprusside, Sigma Chemical, USA), adicionados a solucao de superfusdo através
de uma bomba apropriada (Harvard Apparatus Inc., USA). A primeira aplicacdo de cada
droga foi na concentracdo de 10°M durante o periodo de dez minutos com uma velocidade de
perfusdo de 200ul/min. Ao término da aplicacéo, os trés campos foram gravados, cada um por
dois minutos novamente. A segunda e terceira aplicacdes foram, respectivamente, de 10°M e

10*M e seguiram o0 mesmo procedimento explicado acima.

3.4.2 Medida de permeabilidade microvascular

Apos a preparacdo da bolsa da bochecha e um periodo de acomodacdo de trinta
minutos, foi injetado, via endovenosa, 0 marcador macromolecular FITC-dextrana
(isotiocianato de fluoresceina) com peso molecular de 150 000 dalton, concentracdo de
25mg/100g a 5% de solucédo de NaCl a 0,9%.
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Depois da injecdo de FITC-dextrana, a preparacdo permaneceu em repouso por um
periodo de trinta minutos. Todas as preparacdes que apresentaram mais de dez
extravasamentos espontaneos foram descartadas, devido a danos vasculares precoces.

Em seguida, foi feita uma isquemia de 30 min com um manguito inflavel localizado na
por¢do proximal da bolsa da bochecha. Ao término dos trinta minutos, o torniquete foi
desinflado, permitindo o retorno do sangue para a preparacdo. Foram contados os pontos de
extravasamento induzidos pela isquemia/reperfusdo nos tempos zero, cinco e dez minutos, a

partir do inicio da reperfusdo.

4.0 ANALISES SANGUINEAS

Apobs os procedimentos experimentais foi realizado, em cada animal, a retirada de
sangue por pungéo cardiaca. O sangue obtido por animal foi cerca de 4ml que foi centrifugado
(Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg — Alemanha) por 12 minutos a 12500rpm e 0 soro

estocado no freezer -80°C (REVCO, Thermo Fisher Scientific Inc) para futuras analises.

4.1 Perfil lipidico

A partir do procedimento descrito anteriormente, o soro foi levado ao Laboratério de
Lipides (LabLip) do Hospital Universitario Pedro Ernesto onde foram analisados a partir do
soro coletado Colesterol total, colesterol HDL, Colesterol LDL, colesterol VLDL e
triglicerideos.

Colesterol total (Testado pelo método Oxidase/Peroxidase - Analisador Automatico
A25 marca BioSystems), colesterol HDL (Testado pelo método: Detergente Direto -
Analisador Automético A25 marca BioSystems), Colesterol LDL (Método Calculo de
Friedewald: Colesterol LDL (mg/dl) = Colesterol Total — Triglicerideos — Colesterol HDL/5),
Colesterol VLDL [Método: Calculo de Friedewald segundo a reacdo: Colesterol VLDL
(mg/dl) = Triglicerideos/5] e triglicerideos (Testado pelo método: glicerol fosfato

oxidase/peroxidade - Analisador Automatico A25 marca BioSystems).


http://www.biolaboratorio.com/fb/thermofisher.html
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4.2 Avaliacao de leptina

O sangue obtido por meio de puncdo cardiaca foi subseqlientemente centrifugado
(Eppendorf, Centrifuge 5804R, Hamburg — Alemanha) por 12 minutos a 12500rpm. O soro
obtido foi estocado a -80°C para avaliacdo de leptina por meio de teste de ELISA (Kit de
ELISA, 900-K76 — PeProtech)

5.0 ANALISES TECIDUAIS

Ao final dos experimentos foram coletadas amostras de tecidos dos animais para

analise.

5.1 Analises teciduais —aorta

Apos o protocolo experimental e coleta sanguinea por meio de puncéo cardiaca, com o
auxilio de instrumentos cirdrgicos e em condicOes estéreis, a aorta do animal foi coletada e
inserida em um “eppendorf” contendo 150ul de tampao de lise (Hepes 50 mM, MgCl, 1 mM,
EDTA 10 mM, SDS 1% e os inibidores de proteases: PMSF 1 mM, aprotinina 1mM,
leupeptina 1 mM e inibidor de tripsina de soja 1mM). Em seguida, o “eppendorf” contendo o
tampao e a aorta foi colocada no gelo. O extrato celular foi obtido através da homogenizacéo
da aorta com sonificador (Sonopuls Mini 20, Bandelin - Alemanha) em 150 ul de tampéo de
lise, conforme mencionado anteriormente. Apds homogenizacdo, a amostra foi centrifugada
por 10 minutos, 10000 rpm a 4°C (Eppendorf, Centrifuge 5804R, Hamburg — Alemanha). As
amostras centrifugadas foram utilizadas para coleta do sobrenadante para posterior
precipitacdo de proteinas.

Ao sobrenadante adicionou-se cerca de 10% do volume de TCA absoluto (&cido
tricloroacético, Reagen) durante 30 minutos no gelo. As amostras foram centrifugadas a
12000 x g por 15 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o “pellet” lavado com 50 ml de

etanol absoluto a 12000 x g por 15 minutos. Ao “pellet”, adicionou-se 30 ml de SDS 1%,
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deixado a temperatura ambiente para solubilizacdo. Apds a solubilizacdo, seguiu-se a
dosagem de proteina [77]. Em seguida, as amostras foram tratadas com tamp&o de amostra 5x
concentrado por 3 minutos a 90°C e aliquotadas para submisséo ao SDS-PAGE.

5.1.2 Western blotting

Amostras contendo 30 mg de proteina foram submetidas ao SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida 10%. Em seguida, foi realizada a transferéncia para a membrana de PVDF
(PVDF Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech) por 1 hora utilizando-se o sistema Semi-
dry (BIO-RAD). A membrana foi entdo bloqueada com Tween-TBS (Tris—HCI 20 mM, pH
7,5; NaCl 500 mM, Tween-20 0,01%) contendo BSA 1% por 30 minutos, seguida de
incubacdo “overnight” com o anticorpo primdario especifico. Os anticorpos primarios
utilizados foram: anti-NOS2 e anti-NOS3 (1:500 para aorta, Santa Cruz Biotechnology). As
membranas foram entdo incubadas com o anticorpo secundario especifico conjugado com
biotina (1:1000, Santa Cruz Biotechnology), seguida de incubagcdo com peroxidase conjugada
com estreptavidina (HRP-estreptavidin, 1:1000, Caltag Laboratories) As proteinas

imunorreativas foram visualizadas pela marcagdo com 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Sigma).

5.2 Analises de tecidos adiposos

No dia do experimento, foram retirados os tecidos adiposos branco dos animais
tratados. Apds a retirada de sangue por puncéo cardiaca e da aorta, os tecidos adiposos foram
retirados pela seguida ordem urogenital, mesentérica e retropperitoneal e, pesados

subsequentemente para evitar a desisdratacdo dos mesmos.
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6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram expressos como média =+ erro padrdo (SEM). Todos os valores

de p<0,05 foram considerados como significativos.

Foi aplicado em todos os dados obtidos o teste estatistico de analise de variancia (One
Way ANOVA - Teste de Kruskal-Wallis).

O Pos-teste de Dunn foi efetuado ap6s 0 ANOVA para identificar entre quais grupos
houve diferencas, feito com compara¢Ges multiplas entre os grupos dois a dois. Este teste foi
usado devido ao pequeno numero amostral nos subgrupos, 0 que sugere a presenca de

variaveis ndo-paramétricas.

Diferencas dentro dos grupos em relacdo ao basal foram avaliadas pelo Teste de

Friedman.
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7 RESULTADOS

Foram utilizados para o projeto 120 machos adultos da espécie Mesocricetus auratus,
com massa corporal inicial em torno de 60g. Esses animais vieram de col6nias de criacdo da
ANILAB (Paulinia, Séo Paulo) e foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos, Obeso
Controle (OBC — n=30), Obeso Exercitado (OBEX — n=30), Obeso + Ra¢do Comum (OBRC
— n=30), Obeso + Racdo Comum/Exercicios (OBRP/EX — n=30). Os grupos foram
subdivididos em trés subgrupos (n=10/cada subgrupo): acetilcolina (Ach), nitroprussiato de
sodio (SNP), isquemia/reperfusdo (I/R). A experimentacdo, sacrificio e coleta de sangue e

6rgdos ocorreram na 202 semana de tratamento.

7.1 Avaliacdo de massa corporal

A avaliacdo de massa corporal (figura 10) foi feita quinzenalmente, mas como
diferencas significativas s6 foram observadas entre os grupos nas ultimas semanas de
tratamento, a demonstracdo grafica ficou limitada a Gltima semana (20* semana). No dia do
experimento foi feita também a medida do comprimento naso-anal (figura 11). Apés a
modificacdo da dieta e associacdo a rotina de exercicios foi possivel observar uma reducéo
significativa na massa corporal (p<0,0001) e comprimento naso-anal (p=0,0011) entre os
animais obesos (Obeso controle e obeso exercitado) e os animais que tiveram a modificacdo
dietética associada ou ndo a uma rotina de exercicios aerobicos (Obeso + Racdo Padrdo e

Obeso + Racdo Padréo/Exercicio).
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MASSA CORPORAL
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140- 1 L
120-—58¢c OBRP  OBEX  OBRP/EX

** OBC vs. OBRP/EX p<0,01
++ OBEX vs. OBRP AND OBRP/EX (p<0,01)
* OBC vs. OBRP (p<0,05)

Figura 11: Avaliacdo de massa corporal feita na semana de sacrificio (20® semana) entre 0s
hamsters tratados com a racéo hiperlipidica. Observou-se uma reducéo significativa da massa
corporal nos animais que retornaram, na 122 semana de tratamento, a racdo padrdo comercial
associada ou ndo a uma rotina de exercicios aerdébicos (comparacgéo controle p<0.01[OBRP] e
p<0,05 [OBRP/EX], e comparagédo obeso +exercicio p<0.01) em comparacao aos animais que
continuaram a ingerir a racdo hiperlipidica associada ou ndo a uma rotina de exercicios
aerobicos.

Tabela 2: Pds-teste de Dunn com comparag6es multiplas entre grupos em relacdo aos valores
de massa corporal.

Comparacdo Multipla com Teste de Dunn
para massa corporal (Valor de p)

MASSA CORPORAL

OBC vs. OBEX p>0,05
OBC vs. OBRP *p<0,05
OBC vs. OBRP/EX *p<0,0001
OBEX vs. OBRP *p<0,01
OBEX VS.

*p<0,0001
OBRP/EX

Os valores médios de massa corporal para os grupos que foram tratados por vinte
semanas com racdo hiperlipidica foram: (Obeso Controle - OBC 132,5 + 7,9g) (Obeso +
Exercicios - OBEX 136,1+11,3g); e para 0s grupos que foram tratados com racgdo
hiperlipidica por 12 semanas e que nas Ultimas oito semanas tiveram modificacdo dietética
foram: (Obeso + Ragdo Padrdao — OBRP 130,315,2g); (OBRP/EX 120,5+6,59).
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Comprimento Naso-Anal

OBC- e
OBRP- — H e
OBEX } {
OBRP/EX- *
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CNA (cm)

*| ** OBC vs. OBRP/EX e OBRP; p<0,05 e p<0,001

Figura 12: Medidas de comprimento naso-anal feitas no dia de experimentacdo. Diferencas
foram encontradas entre os grupos obeso controle e obeso+racdo padrdo (p<0,01) e
obeso+racdo padréo/exercicio (p<0,05).

Os valores médios para comprimento naso-anal (figura 12) para os grupos tratados
foram: Obeso Controle (18,00+ 0,17cm), Obeso + Ragdo Padrdo (16,74+ 0,20cm), Obeso +
Exercicio (17,24+ 0,13cm) e Obeso + Racdo Padrao/Exercicio (17,03 0,19cm).

Tabela 3: Pds-teste de Dunn com comparag6es maltiplas entre grupos em relagao aos valores

de comprimento naso-anal.

Comparacdo Multipla com Teste de Dunn

para comprimento naso-anal (Valor de p)

COMPRIMENTO NASO-ANAL

OBC vs. OBEX p>0,05
OBC vs. OBRP *p<0,0001
OBC vs. OBRP/EX *p<0,001
OBEX vs. OBRP p>0,05
OBEX VS. 050,05

OBRP/EX
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7.2 Glicemia quinzenal

A glicemia foi feita quinzenalmente nos hamsters desde sua chegada até o fim do
tratamento. O procedimento foi realizado em jejum e, ndo se constatou diferencas entre 0s

animais (Figural2).

[ OBESO CONTROLE
[ OBESO +RACAO PADRAO 200-

] OBESO + EXERCICIO ANA .
E= OBESO + RACAO PADRAO/EXERCICIO GLICEMIA SEM L

GLICEMIA 20SEM

200+

GLICEMIA (mg/dL)
8
1
.

-

8
1
(=)

OBC

80

OBRP OBEX OBRP/EX

P I

1004

Be gt

GLICEMIA (mg/dL)

0
v

BASAL 3SEM 5 SEM 7 SEM 9 SEM 11 SEM 15 SEM 17 SEM 19 SEM

Figura 13: Medidas de glicemia quinzenais feitas a partir da veia safena com os animais em
jejum. Nao foram encontradas diferencas significativas entre 0s grupos.

13 SEM

Tabela 4: Valdres médioszS.E.M. das dosagens de glicemia feitas nos animais tratados, em
jejum, quinzenalmente.

VALORES MEDIOS DE GLICEMIA QUINZENAL

SEMANAS/GRUPOS BASAL 3°SEM 52SEM 7°SEM 9°SEM 11%SEM
OBC 98,7+4,9mg/dl | 94,2+ 2,8mg/dl 85,9+ 2,8mg/dI 82,0+3,4mg/dI 80,7+3,5mg/dl | 78,2+3.0mg/dl
OBRP 90,7+3,3mg/dl | 99.2+44mg/dl | 81,7+21mg/dl | 88,7+39mg/dl | 84,9+3,1mg/dl | 86,0+2,7mg/dl
OBEX 97,1#3,9mg/dl | 91,4+31mg/dl | 92,9+29mg/dl | 79,7+3.0mg/dl | 84,2+15mg/dl | 88,3+2,7mg/dl
OBRP/EX 96,5+3,Img/dl | 97,4+3.9mg/dl | 88,4+ 49mg/dl | 82,6+4,2mg/dl | 81,9+2,7mg/dl | 85,3+2 1mg/dl
SEMANAS/GRUPOS 13°SEM 152SEM 17°SEM 19%SEM 20°SEM
OBC 76,7+2.0mg/dl | 83,8+6,1mg/dl | 90,8+7,5mg/dl | 78,2+ 65mg/dl 132,5+7,9mg/dl
OBRP 77,1#55mg/dl | 90,8+6,0mg/dl | 91,0¢69mg/dl | 82,0+65mg/dl 130,3+5,2mg/dl
OBEX 82,76,2mg/dl | 89,6+56mg/dl | 89,8+53mg/dl | 85,0+ 4,6mg/dl 145,5+9,1mg/dl
OBRP/EX 78,7+3,6mg/dl | 81,8+3,9mg/dl | 856+63mg/dl | 74,2+ 4,9mg/dl 126,646,5mg/dl
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7.3 Perfil lipidico

As analises do perfil lipidico foram feitas a partir do sangue coletado por puncao
cardiaca, no dia da experimentacdo. Ndo foram encontradas diferencas entre os animais
tratados em nenhuma das analises feitas para o perfil lipidico, apesar de se observar uma
tendéncia a redugdo nos grupos exercitados na analise de LDL.

Os valores médios para o perfil lipidico foram: Colesterol total (OBC - 2,33+
0,16mmol; OBRP - 2,32+ 0,21mmol; OBEX - 2,09+ 0,15mmol; OBRP/EX - 2,14+
0,087mmol); HDL (OBC - 1,61+ 0,10 mmol; OBRP - 1,44+ 0,14 mmol; OBEX - 1,58+ 0,09
mmol; OBRP/EX - 1,55+ 0,04.mmol); LDL (OBC - 0,40+ 0,05mmol; OBRP - 0,38+
0,09mmol; OBEX - 0,27+ 0,06mmol; OBRP/EX - 0,26+ 0,06mmol); Triglicerideos (OBC -
1,63+ 0,23mmol; OBRP 1,89+ 0,17mmol; OBEX - 1,74+ 0,20mmol; OBRP/EX - 1,65+
0,11mmol); VLDL (OBC - 0,33+ 0,05mmol; OBRP - 0,38+ 0,03mmol; OBEX - 0,35+
0,04mmol; OBRP/EX - 0,33 0,02mmol).

PERFIL LIPIDICO

COLESTEROL TOTAL HDLc LDLc

OBC OBCR OBEX OBSCEX " OBC OBCR OBEX OBSCEX O S5C  ORGR. ,OBEX 'OBSCEX

TRIGLICERIDEOS VLDLc

T -1 B
0.4
1 Q T % |
E I ¢
g L
0.24

" 0BC OBCR OBEX OBSCEX OBC OBCR OBEX OBSCEX

] OBESO CONTROLE
[ OBESO +RAGAO PADRAO
2] OBESO + EXERCICIO E
E= OBESO + RAGAO PADRAO/EXERCICIO 1

Figura 14: Perfil lipidico realizado na vigésima semana de tratamento. Ndo foram detectadas
diferencas entre os grupos.
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7.4 Andlise de leptina

A andlise da leptina foi feita com o sangue obtido dos hamsters no dia de
experimentacdo por meio de puncdo cardiaca. Foi possivel observar uma reducdo linear nos
niveis de leptina (p=0,0039), mas, diferencas significativas em relacdo ao grupo obeso
controle s6 foram encontradas, utilizando o pds-teste de Dunn, no grupo obeso+racao
padrdo/exercicio (p<0,01).

LEPTINA
3000+
.6 h— —
3 T
< = 2000+
Z 2 L —
(1]
e T
y § =
S 1000-
)
=
=
0

T T T T
OBC OBRP OBEX OBRP/EX
**Diferenca OBC vs. OBRPEX (p<0.01)

Figura 15: Medidas de leptina feitas a partir de soro coletado no dia da experimentacdo. Nas
analises observou-se uma reducdo linear a partir do grupo controle com diferencas
significativas em relagdo ao grupo obeso racao padrdo/exercicio (p<0,01).

Tabela 5: P6s-Teste de Dunn com comparac6es multiplas entre grupos em relacdo aos valores
de leptina.

Comparacdo Multipla com Teste de Dunn
para comprimento leptina (Valor de p)

LEPTINA
OBC vs. OBEX p>0,05
OBC vs. OBRP p>0,05
OBC vs. OBRP/EX *p<0,01
OBEX vs. OBRP p>0,05
e
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7.5 Composicgao corporal

No dia do experimento, os animais foram submetidos ao protocolo experimental e
subsequentemente a retirada dos tecidos adiposos das &reas: tecido adiposo urogenital,
visceral e retroperitoneal para diferencas de composi¢do corporal entre os grupos tratados
(figura 15).

Apds a modificacdo dietética associada ou ndo a uma rotina de exercicios aerébicos
houve uma significativa reducdo no acimulo de tecidos adiposo (urogenital [p=0,0004];
retroperitoneal [p = 0,0083] e visceral [p<0.000]).

TECIDO ADIPOSO UROGENITAL

TECIDO ADIPOSO VISCERAL
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0BC OBRP OBEX OBRP/EX OBC OBRP OBEX  OBRP/EX

* Diferenca OBC vs. OBRP e OBRP/EX (p<0,05)
+ Diferenca OBEX vs. OBRP e OBRP/EX (p<0,05)

+ OBRP and OBRP/EX vs. OBEX (p<0.01)
* OBRP and OBRP/EX vs. OBC (p<0.001)
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*Diferenga OBC vs. OBRP (p<0,05)

Figura 16: Medidas de composicdo corporal feitas no dia do experimento. (A) Diferencas
entre 0s grupos obesos controle e obesos + racdo padrdo associada ou ndo a exercicios
aerobicos foram encontradas nas pesagens dos tecidos adiposos viscerais e urogenitais
(p<0.0001). (B) Diferencas entre os grupos obesos controle e obesos + racdo padrao associada
ou ndo a exercicios aerébicos foram encontradas nas pesagens dos tecidos adiposos viscerais e
urogenitais (p=0.0004). (C) Na pesagem do tecido adiposo retroperitoneal houve diferencas
entre 0s grupos obeso controle e obeso + racao padrdo (p= 0,0083).

No pos-teste de Dunn foi possivel confirmar as diferencas entre o grupo obeso

controle e 0s grupos obeso + ragcdo padréo e obeso + racdo padrdo/exercicio, com excecdo da
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medida de tecido adiposo retroperitoneal que apresentou diferenga unicamente entre 0s grupos
obeso controle (OBC) e obeso + ragdo padrdo (OBRP) apesar de haver uma tendéncia do
grupo obeso + ragdo padrao/exercicio (OBRP/EX).

Tabela 6: Pds-teste de Dunn com compara¢des maltiplas entre grupos em relagdo aos valores
de pesagem dos tecidos adiposos viscerais, urogenitais e retroperitoneais.

Comparacdo Multipla com Teste de Dunn (Valor de p)

VISCERAL | UROGENITAL | RETROPERITONEAL

OBC vs. OBEX p>0,05 p>0,05 p>0,05
OBC vs. OBRP *p<0,01 *p<0,05 *n<0,05
OBCvs. OBRP/EX|  *p<0,05 *p<0,05 0>0,05
OBEX vs. OBRP *p<0,01 *p<0,05 0>0,05
855;(/;'( *p<0,01 *p<0,01 0>0,05
OBEX vs. OBRP p>0,05 p>0,05 0>0,05

7.6 Analises microcirculatérias

7.6.1 Reatividade microvascular (Vasodilatacdo endotélio-dependente)

As analises microcirculatorias foram feitas também na vigésima semana apos o inicio
do tratamento (figuras 18 e 19). A partir destas andlises, foi possivel constatar a disfuncao
endotelial que, ap6s a modificacdo dietética associada ou ndo a uma rotina de exercicios,
melhorou em todas as concentracdes de acetilcolina testadas (10°M [p=0,0001], 10°M [p<
0,0001] e 10*M [p<0.0001]).

Os valores dos diametros internos médios das arteriolas testadas para as diferentes
concentragdes de acetilcolina foram (comparados com o valor do controle [antes da aplicacao]
considerado igual a 100%): 10°M (OBC - 87,9+ 2,8%; *OBRP - 116,7+ 6,0%; *OBEX -
109,1+ 4,7% e *OBRP/EX - 105,0+ 2,9%), 10°M (OBC - 95,4+ 3,1%; *OBRP - 126,0+
6,3%; *OBEX - 122,5+ 4,8% e *OBRP/EX - 118,1+ 4,3%) e 10*M (OBC - 109,5+ 4,8%;
*OBRP - 149,6+ 6,7%; *OBEX - 143,5+ 5,5% e *OBRP/EX - 139,4+ 5,3%).

A partir da analise com teste de Friedman foi possivel constatar uma variacdo

significativa do didmetro interno dos vasos em relacdo ao basal nos grupos Obeso controle
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(p<0.0001), Obeso + Rac¢do Padrdo (p=0,0002), Obeso + Exercicio (p<0.0001). No Pos-teste
de Dunn, porém, foi possivel constatar que no grupo controle tal diferenca existe unicamente
na concentracdo mais alta de acetilcolina (10*M). Ja nos demais grupos foi possivel observar
diferencas a partir da concentragdo intermediéria de acetilcolina (10°M).

Reatividade - Ach
2504 10%m 10°M 10*M

Kk ok
e *kk
*kk
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*** Diferenga vs. Obeso Controle (P<0.001)
** Diferenga vs. Obeso Controle (P<0.01)

% de dilatagao em relagao ao basal

[C_—_1OBESO CONTROLE

[C_—10BESO + RAGAO PADRAO

E==I OBESO + EXERCiCIO

OBESO + RAGAO PADRAO/EXERCICIO

Figura 17: Reatividade microvascular em resposta a aplicacdes topicas em concentragdes
crescentes de acetilcolina. Todas as concentragdes de acetilcolina mostraram aumento
significativo em todas as modificacdes de tratamento [10*M (p<0,0001), 10°M (p<0.0001) e
10*M(p<0.0001)].

Tabela 7: Pds-teste de Dunn com comparacdes multiplas entre grupos em relacdo aos valores
médios de dilatacdo de arteriolas em resposta a aplicagdes topicas de concentracdes crescentes
de acetilcolina [Ach (10°®, 10°, 10”*M)].
Comparacgédo Multipla com Teste de Dunn para
reatividade microvascular em resposta a Ach
(\Valor de p)
10°M 10°M 10*M
OBC vs. OBEX *p<0,01 | *p<0,0001 | *p<0,0001
OBC vs. OBRP | *p<0,0001 | *p<0,0001| *p<0,0001
OBC vs. OBRP/EX| *p<0,01| *p<0,01 *p<0,01
OBEX vs. OBRP p>0,05 p>0,05 p>0,05

CC))BBl‘EF)f/l\E/; p>0,05 p>0,05 p>0,05
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7.6.2 Reatividade microvascular (Vasodilatacdo endotélio-independente)

As andlises microcirculatérias foram obtidas na vigésima semana de tratamento. Ap6s
aplicacdes tdpicas em concentracdes crescentes de nitroprussiato de soédio foi possivel
constatar que o tempo de tratamento ndo foi suficiente para causar danos na parede dos
microvasos. Apesar do valor de p ser significativo na menor dosagem de nitroprussiato de
s6dio (10®M; p=0,0335), no pés-teste de Dunn néo foi constatado diferencas entre os animais.

Os valores arteriolares médios para as diferentes concentracdes de nitroprussiato
foram: 10°M (OBC - 98,2+ 1,9%; *OBRP - 1122+ 6,7%; *OBEX - 108,4+ 2,6% e
*OBRP/EX - 97,5+ 2,1%), 10°M (OBC - 117,2+ 3,3%; *OBRP - 123,2+ 4,6%; *OBEX -
123,8+ 3,7% e *OBRP/EX - 115,8+ 2,65%) e 10*M (OBC - 125,9+ 3,5%; *OBRP - 133,3%
3,5%; *OBEX - 130,9+ 4,3% e *OBRP/EX - 122,4+ 2,9%).

A partir da analise com teste de Friedman foi possivel constatar uma variacdo
significativa do didmetro interno dos vasos em relacdo ao basal nos grupos Obeso controle
(p<0.0001), Obeso + Racéo Padrédo (p<0.0001), Obeso + Exercicio (p<0.0001). No pds-teste
de Dunn foi possivel confirmar que no grupo controle tal diferenca existiu nas trés
concentracdes de nitroprussiato de sodio (p<0,05) assim como nos demais grupos (obeso +

racdo padrédo; obeso +exercicio; obeso+racdo padrao/exercicio, p<0,001).
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Figura 18: Reatividade microvascular em resposta a aplicacGes topicas em concentracdes
crescentes de nitroprussiato de sédio. O valor de p s6 foi significativo na menor concentracédo
de nitroprussiato de sodio (10-8M [*p=0,0335]).
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7.6.3 Permeabilidade microvascular a macromoléculas

As andlises de permeabilidade (figura 18) tiveram valores significativos nos dois
tempos de analise: 5 (p= 0,0207) e 10 minutos (p= 0,0057). A modificacdo no tratamento
associada ou ndo ao treinamento aerdbico reduziu o nimero de extravasamentos em todos 0s
grupos. No pds-teste de Dunn essa diferenca foi confirmada nos tempos 5 minutos entre 0s
grupos obeso controle e obeso + ragdo padrédo (p<0,05) e 10 minutos entre os grupos obeso
controle e os demais grupos (p<0,05).

Os valores médios de extravasamento para os grupos tratados foram aos 5 minutos
(OBC - 29,4+ 4,0 leaks/cm?; OBRP - 13,1+ 0,9 leaks/cm?; OBEX - 20,9+ 3,1 leaks/cm?;
OBRP/EX - 19,9+ 2,9 leaks/cm?) e 10 minutos (OBC - 40,6+ 4,2 leaks/cm? OBRP - 19,0+
1,7 leaks/cm?; OBEX - 18,7+ 2,2 leaks/cm? OBRP/EX - 21,5+ 3,8 leaks/cm?).
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Figura 19: Medidas de permeabilidade microvascular a macromoléculas mostraram diferencas
significativas em relacdo aos grupos tratados em ambos os tempos de contagem: 5min (p=
0,0207) e 10 min (p= 0,0057). A modificacdo no tratamento assim como 0 treinamento
aerobico reduziu significativamente o niUmero de extravasamentos em ambos os tempos de

contagem.
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Tabela 8: Pds-teste de Dunn com comparac¢des multiplas entre grupos em relagdo aos valores
médios de permeabilidade microvascular a macromoléculas ap6s procedimento de isquemia e
reperfusdo, nos tempos 5 e 10 minutos.

Comparacdo Multipla com Teste de Dunn
para permeabilidade microvascular apés
procedimento de isquemia e reperfusdo

5 10°
OBC vs. OBEX p>0,05 *p<0,05
OBC vs. OBRP *p>0,01 *p<0,05
OBC vs. OBRP/EX p>0,05 *p<0,05
OBEX vs. OBRP p>0,05 p>0,05
855?5/& p>0,05 p>0,05

7.7 Analises Teciduais

7.7.1 Western Blott da aorta.

A partir das analises de Western blott (figura 19) foi possivel perceber um aumento
linear e significativo (p=0,0352) na expressdo da proteina Oxido nitrico sintase endotelial
(NOS2) em relacdo ao grupo obeso controle e diferencas significativas, no pos-teste de Dunn,
em relacdo ao grupo obeso+racdo padrao/exercicio (OBRP/EX, p<0,05).

Com relacdo as analises de iNOS, ndo foram encontradas diferencas significativas
(p= 0,3566), 0 que pode significar que o quadro inflamatério encontrado nesses animais

permaneceu 0 mesmo com a modificacédo do tratamento.
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Figura 20: Niveis de eNOS e iNOS a partir de extrato de aorta e quantificacdo por Western
blott. (A) Os grupos tratados tiveram um aumento linear em relacdo ao grupo obeso controle
(p=0,0352). (B) Em relacdo a quantificacdo de iNOS, nao foram detectadas diferencas entre
os grupos. (C) Ensaios de Western revelados com anticorpos anti-NOS2 e anti-NOS3.
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8 DISCUSSAO

Para uma avaliagdo das alteragdes microvasculares causadas, escolhemos a bolsa da
bochecha de hamster, uma preparacdo que permite a visualizacdo da microcirculacdo por ser
bastante transparente e ter estabilidade em relacdo ao fluxo de sangue, servindo para
observacdes in vivo de possiveis alteragdes da hemodinamica vascular ocorridas, como a
variacdo do didmetro arteriolar e extravasamento vascular de macromoléculas.

O sistema utilizado também foi de grande importancia, pois a solucdo de perfusdo que
banhou a bolsa bochecha do hamster constantemente manteve a sua temperatura ao longo do
procedimento experimental a 36,5°C. Isto evitou que a preparacdo ficasse exposta ao ar e
pudesse sofrer possiveis oxidacOes, criando uma variavel que prejudicaria o transcorrer do
estudo. Além disso, foi essencial manter o pH da preparacdo, por meio da adicdo de CO; na
solucdo de perfusdo, uma vez que a variacdo do pH desestabilizaria metabolicamente a
preparacdo, alterando as atividades enzimaticas locais.

O controle termico do animal foi feito por meio de um termistor retal que avaliou as
oscilagbes de temperatura e que, com o auxilio de uma manta aquecedora, manteve a
temperatura corporal do animal em torno de 36,5°C, importante para a manutencdo da
homeostase.

O anestésico pentobarbital sodico foi utilizado para inducéo anestésica, enquanto para
a manutencao da mesma foi utilizado o anestésico alfa cloralose.

Neste estudo demonstramos que a rotina de exercicios aerébicos assim como a
modificacdo dietética foi capaz de minimizar os danos endoteliais encontrados em hamsters
obesos, que parece ser secundario a reducao de peso e gordura.

As avaliacdes de citocinas foram impossibilitadas devido a limitacdes de analises
sanguineas encontradas nos hamsters, portanto, s6 as analises de perfil lipidico e glicemia

foram feitas.

8.1 Peso e composicdo corporal

Diversos trabalhos mostram uma correlagéo direta entre a dieta e o ganho de tecido

adiposo em modelos animais [76]. O modelo de obesidade exdgena citado foi introduzido em
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nosso laboratério e apesar de utilizar o percentual de 25% de gordura vegetal hidrogenada, foi
possivel observar diferencas significativas no peso em relagdo ao controle desde a primeira
semana de tratamento. Neste modelo observamos disfuncéo endotelial, intolerancia a glicose e
resisténcia a insulina [78].

Este modelo foi, entdo, utilizado para analisar os possiveis tratamentos e intervencgdes
que, no caso desta dissertacdo, foram caracterizados pela modificacdo dietética com retorno a
racao isocalorica associada ou ndo a atividade fisica.

J& estd claro que a inatividade fisica exerce um importante papel, talvez fundamental,
no rapido aumento da prevaléncia da obesidade nas ultimas décadas [79, 80 e 81], mas o
montante exato de atividade necessaria para prevenir o ganho de peso nao é conhecido e varia
de individuo para individuo.

Em estudos classicos que compararam intervencgdes de exercicio vs. dieta foi possivel
observar que o estimulo do exercicio foi, primeiramente, equivalente ao da intervencdo
dietética [82]. Isso se mostra importante a medida que as comparacfes de intervencdes
dietéticas vs. as de exercicio envolvem déficits caloricos substanciais por parte da dieta em
comparacdo a uma modesta intervencdo com o exercicio e, como resultado, a dieta é
considerada a unica forma de se perder peso.

Em termos de dieta e perda de peso, mesmo sem mudancas na dieta, a maior parte dos
individuos com sobrepeso conseguiram prevenir o ganho de peso ou ter uma modesta perda
de peso com a intervencdo de 180 minutos de exercicios moderados por semana [83]. O
incremento desta atividade esta relacionado com perdas de peso, gordura e reducbes em
medidas de obesidade central (Figuras 11, 12 e 14). Adicione-se a isso o fato de que
mudancas na composicdo corporal sdo de extrema importancia a medida que individuos com
excesso de tecido adiposo intra-abdominal ou visceral possuem riscos substanciais de
desenvolverem resisténcia insulinica, doencas cardiovasculares e sindrome metabdlica [84].

Abre-se um parénteses acerca dos individuos obesos, existe, atualmente, o importante
conceito do obeso saudavel. Esse desmistifica totalmente o conjunto bioquimico e
simtomatico encontrado nos obesos. Ha uma alta prevaléncia de individuos com um fenétipo
de obeso saudavel, nesses aparentemente ndo ha um aumento de risco de desenvolvimento de
DCV, apesar do exceco de peso e de adiposidade. Aproximadamente 30% dos individuos
obesos mantem prefis cardiometabolicos saudaveis e dados coletados sugerem que a perda de
peso, contraditoriamente, teria um efeito negativo na expressdo saudavel desse perfil

cardiometabdlico [85].
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No presente estudo foi possivel observar um crescente ganho de massa corporal em
todos os grupos até a décima segunda semana. Porém, a partir das intervencgdes feitas, 0s
dados coletados demonstraram que o exercicio per se ndo foi suficiente para alterar a massa
corporal, comprimento naso-anal e composicao corporal dos hamsters obesos. Além disso, foi
possivel observar que a modificacdo dietética foi de extrema importancia para alterar a massa
corporal, deposicdo de gordura e comprimento naso-anal destes animais e que com a adicdo
do P.T.A. os animais tiveram esta perda potencializada.

No presente estudo, os animais obesos tiveram aumento de peso, porém naqueles
submetidos a uma rotina de exercicios associada ou ndo a modificacdo dietética houve uma
significativa redugdo de peso, comprimento naso-anal e em todas as medidas de adiposidade
(tecido adiposo visceral, urogenital e retroperitoneal). O treinamento fisico, assim como o
retorno a dieta isocaldrica, foi eficiente para a reducdo da composicao corporal nos animais

obesos.

8.2 Analises sanguineas

A partir do sangue coletado foi possivel fazer as analises bioguimicas de glicemia
(durante o tratamento) assim como de leptina e perfil lipidico (no dia de experimentacao). As
analises de citocinas inflamatdrias (IL-1B ¢ TNF-a) e antiinflamatérias (IL-10) que foram
objetivadas no inicio do estudo ndo foram feitas por falta de meios bioquimicos viaveis para
analises sanguineas do roedor hamster.

Os individuos obesos, normalmente, possuem uma dieta rica em carboidratos e
gordura sendo que ap0s a ingestdo desta dieta a concentracdo de insulina aumenta
dramaticamente, levando diretamente a uma rapida reducdo nas concentracfes de glicose e
acidos graxos, freqlientemente abaixo dos niveis de jejum. Por isso, entre a terceira e quinta
hora apds consumo, a concentracdo sanguinea destes dois combustiveis metabolicos esta
baixa, o que ¢ interpretado pelo sistema nervoso como um estado de “baixa energética” [86].

Refeicdes freqiientes estdo associadas com um chamado “declinio dindmico” das
concentracdes de glicose imediatamente apds o pico induzido pela ingestdo de carboidrato.
Além disso, os efeitos hipo e hiperglicémicos da alimentacdo rica em carboidratos e gordura
poderiam ser parcialmente explicados pela baixa saciedade observada no periodo pos-

prandial.
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A longa exposicdo a hiperglicemia e hiperinsulinemia cronica resulta em um
decréscimo da expressdo de enzimas chaves e alteram o potencial para oxidacdo de gordura,
como por exemplo, a enzima Malonil-CoA, intermediério da oxidacdo da glicose, inibindo
fortemente o transporte de &cidos graxos para dentro da mitocondria, resultando um
decréscimo de sua oxidacdo [87]. A capacidade reduzida de oxidacdo de acidos graxos esta
presente em alguns individuos obesos [88] e ratos obesos [89].

Outras alteracdes bioguimicas sdo induzidas pela elevacdo da glicemia, dentre elas,
destacam-se 0 aumento da atividade da via dos polidis, ativacdo da proteina quinase C, entre
outros [90]. Entretanto, alguns estudos recentes mostraram que 0s exercicios fisicos aerébicos
e anaerobicos mesmo feitos de forma mais moderada ja apresentam efeitos benéficos, dentre
eles, a melhora do controle glicémico, qualidade de vida, reducdo dos fatores de risco
cardiovasculares, melhora da sensibilidade a insulina, reducéo da pressdo sanguinea.

Autores sugerem que a exposicdo cronica dos vasos sanguineos a concentragdes
elevadas de glicose no sangue contribua para a diminuicdo da capacidade de vasodilatacéo,
dependente da integridade do endotélio por aumento do estresse oxidativo, gerando mais
radicais livres, o que contribui para a peroxidacéo lipidica [91] e diminuicéo da capacidade de
vasodilatacdo dependente do endotélio [92].

No nosso estudo, entretanto, ap6s a modificacdo dietética, ndo foram encontradas
diferencas na glicemia entre os grupos tratados nas semanas de tratamentoq (figura 13).

O perfil lipidico se apresenta como uma importante analise ja que baixos valores de
lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) sdo fatores de risco independentes para o
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (DCV) [93 e 94]. Dados transversais fornecem
uma forte evidéncia que pessoas fisicamente mais ativas tém maiores niveis de HDL-C e
reduzido risco de DCV [95, 96 e 97].

Em contraste, o0s estudos acerca de exercicios aerébicos variam entre Ssi
consideravelmente, dependendo do programa (duracdo, intensidade ou frequéncia), assim
como as caracteristicas dos individuos no inicio dos exercicio [98].

No estudo em questdo, apesar das tendéncias de reducdo nas medidas de colesterol
total e na de lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) ndo foram observadas diferencas
significativas entre 0s grupos.

A medida de leptina faz parte das adipocinas interessantes para dosagem, tendo em
vista que estas constituem um link potencial entre o acimulo de gordura e o desenvolvimento

de patologias associadas (como resisténcia a insulina). A leptina é uma proteina produzida e
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liberada pelas células do tecido adiposo e que possui funcdo de regular a ingestdo e gasto
energético em roedores [99].

A leptina também é responsavel por regular a sensibilidade a insulina assim como a
homeostase da glicose através de dois mecanismos: o primeiro, por meio do controle do
balanco energético e gordura corporal, e, 0 segundo, por uma via independente da adiposidade
mediada pelo sistema nervoso central de controle hepatico de glicose [100 e 101].

Nos individuos obesos ha um aumento significativo da leptina, relacionado ao
aumento do tecido adiposo, porém, sua resposta a essa proteina ndo € adequada sem reducao
da ingesta alimentar [102].

O mecanismo de resisténcia a leptina possui duas explicacbes sendo ambas
relacionadas a falha em alcancar alvos cerebrais além de inibicdo da cascata de sinalizacao
intracelular LRb.

Diversos trabalhos mostraram que os niveis plasmaticos de leptina séo reduzidos apos
o treinamento fisico em animais alimentados por rac6es hiperlidicas [103 e 104]. Steinberg e
colaboradores constataram que o treinamento de endurance em esteira, com velocidade de 21
m/min, 5 dias por semana, 2 horas/sessdo, durante 4 semanas reverte, parcialmente, a
resisténcia a leptina induzida pela dieta hiperlipidica. Resultados semelhantes foram
encontrados por Jen e colaboradores que verificaram que o treinamento de endurance em
ratos evitava o aumento dos niveis plasmaticos de leptina induzido por dieta hiperlipidica. Em
adicdo, estes trabalhos mostraram que, além da reducdo dos niveis de leptina, isso era
acompanhado, também, por menores ganhos de massa corporal e adiposa [104].

Em nosso estudo foi possivel observar que, mesmo com massa corporal semelhante ao
grupo obeso controle, os hamsters obesos exercitados ja apresentaram uma queda na
concentracdo de leptina, mesmo que ndo significativa. E, apds a modificacdo dietética e

associacdo com o P.T.A., houve uma significativa queda na sua concentracao (figura 15).
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8.3 Anélises microcirculatérias

8.3.1 Permeabilidade microvascular a macromoléculas

O aumento da permeabilidade a macromoléculas pode ser causado, em consequéncia,
de alteracbes morfo-fisioldgicas por diversos agentes como mediadores inflamatorios [105],
endotoxinas [106] e lesbGes vasculares causadas por radicais livres [107]. Dentro desse
contexto a obesidade entra como um fator para o aumento da permeabiliadade microvascular
tendo em vista que ha um estado inflamatério sisttmico e uma menor producdo do
vasodilatador 6xido nitrico por uma reducdo da biodisponibilide da conformacdo dimérica da
enzima oxido nitrico sintase.

A enzima oOxido nitrico sintase (NOS) possui duas conformacdes distintas e a dimérica
é responsavel pela producao do vasodilatador 6xido nitrico

Estudos mostram que o exercicio fisico pode influenciar na proporcao
dimero/mondmero da enzima oxido nitrico sintetase, portanto, também, na via de producéo de
especies reativas do oxigénio. O exercicio é importante a medida que altera a propor¢do
dimero/mondmero, priorizando a forma dimérica (forma catalizadora de Oxido nitrico) da
enzima a custa da conformacdo monomerica (forma catalizadora de ROS) [108].

A partir do estimulo do exercicio ha uma menor producdo de espécies reativas de
oxigénio, no caso, do ion superoxido (O;). Além disso, 0 exercicio € responsavel por
aumentar a defesa por parte dos sistemas antioxidantes [109].

Foi observado, nesse estudo, que o uso de uma racao hiperlipidica levou a um aumento
significativo no nimero de extravasamentos macromoleculares apds isquemia/reperfusdo.
Entretanto, nosso estudou mostrou que ap6s o PTA os animais obesos exercitados, mesmo
sem perda de peso, tiveram uma melhora significativa na contagem de extravasamentos. Tal
resultado foi similar aos grupos que tiveram associado perda de peso, onde foi possivel
observar que ap6s a modificacdo dietética, associada ou ndo a uma rotina de exercicios
aerobicos (OBRP e OBRP/EX), a lesdo de reperfusdo acentuada causada pelo uso da racao

hiperlipidica foi completamente revertida (figura 19).
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8.3.2 Reatividade Microvascular e Dosagem de eNOS e iNOS

Sabe-se que a aplicacdo topica de acetilcolina em uma rede vascular provoca
vasodilatacdo imediata. A explicacdo para este fato se deve a presenca de receptores
muscarinicos na regido terminal dos nervos simpéticos, que, no momento que sao ativados,
reduzem a liberagdo de norepinefrina, inibindo o efeito vasoconstrictor que esta droga exerce
sobre 0s vasos sanguineos. Além disso, esse bloqueio da liberagdo de norepinefrina causa um
aumento do fluxo sanguineo para a area afetada, o que pode ser uma explicacdo para a
dilatacdo encontrada nos vasos [110].

Experimentos realizados por Furchgott e Zawadzki ([111]1980) demonstraram que a
acetilcolina causava uma significativa dilatacdo em artérias de mamiferos. Utilizando uma
preparacdo com a artéria aorta toracica descendente de coelhos, concluiu-se que a agdo da
acetilcolina no processo de vasodilatacdo, & via receptores muscarinicos das células
endoteliais. E é a partir da estimulacdo das células endoteliais que ha a liberacdo de fatores
que agem nas células musculares lisas, provocando a dilatagdo dos vasos sanguineos. Esses
fatores séo os fatores de relaxamento derivados do endoteélio.

Porém, para que a acetilcolina possa comecar seus efeitos vasodilatadores é
fundamental que o endotélio esteja integro. Diferentemente da acetilcolina, o vasodilatador
nitroprussiato de sédio ndo necessita da integridade do endotélio para exercer seu efeito
vasodilatador.

O vasodilatador nitroprussiato de sodio atua diretamente na camada muscular lisa dos
vasos e ativa a guanilato ciclase independente de agonistas endoteliais o0 que leva a uma
vasodilatacdo estimulada por GMPc [112].

O endotélio também medeia a hiperpolarizacdo das celulas musculares lisas vasculares
por uma via NO-independente, que aumenta a condutancia ao potdssio e subsequente
propagacdo da hiperpolarizacdo da célula muscular lisa vascular com manutencdo do ténus
vascular.

No nosso estudo foi possivel observar melhoras em todos os grupos tratados que
foram superfundidos com acetilcolina em todas as concentragdes (10°%, 10° 10*M),
independente da massa corporal. No caso das analises microcirculatdrias o exercicio exerceu
um importante estimulo de melhora, inclusive no grupo obeso (OBEX). A modificacdo
dietética associada ou ndo a uma rotina de exercicios aerdbicos provou melhorar a resposta

endotelial em todas as concentragdes de acetilcolina, o que sugere uma melhora na disfuncéo
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endotelial causada pelo uso da ragdo hiperlipidica (figura 15). Essas modificagdes mostram
um importante resultado, tendo em vista que os animais submetidos ndo passaram por uma
rotina de alta intensidade, inclusive justificada por uma falta de resposta positiva ao exercicio.
Todavia foi possivel observar que mesmo com pouco estimulo hd uma melhora significativa
das analises microcirculatorias.

Com relacdo a andlise com o vasodilatador nitroprussiato de sodio, ndo foram
encontradas diferencas entre os grupos, inclusive apds o tratamento. Isso pode ser explicado
pelo tempo de tratamento, que teve por objetivo causar danos endoteliais e ndo da parede
microvascular (figura 18).

O exercicio fisico é considerado um estimulo angiogénico poderoso dentro dos
musculos ativos e que leva a um aumento importante na capilaridade. Além disso, o exercicio
também altera a reatividade vascular e, portanto, a capacidade de fluxo aumentando o calibre
das artérias de irrigacdo em diferentes sistemas vasculares [113, 114 e 115].

Adiciona-se a isso 0 aumento da sensibilidade do relaxamento endotélio-dependente
pelo estimulo do vasodilatador endotélio-dependente acetilcolina, mas ndo quando é
estimulado pelo vasodilatador endotélio-independente nitroprussiato de sodio.

O exercicio cronico aumenta a producdo de Oxido Nitrico (NO) mesmo no seu inicio.
Estudos reforcam a idéia de que tais mudancas sejam devido a um aumento da proteina eNOS
(6xido nitrico sintetase endotelial) [116 e 117]. Esse aumento estd diretamente relacionado
com o estimulo provocado pelo “shear stress”.

Os efeitos do treinamento podem ser limitados a vasculatura dos musculos ativos, ndo
se obtendo resultados semelhantes em arteriolas mesentéricas, sugerindo que 0 mecanismo
para esta melhora seja uma inducao feita pelo exercicio através do aumento do “shear stress”
[118]. Outros grupos tém reportado que o “shear stress” induz o aumento da expressdo de
eNOS e eNOS fosforilada.

Nossos resultados corroboram os encontrados na literatura [108] ja que, apos a
modificacdo dietética e uma rotina de exercicios houve um aumento linear na expressao de
eNOS. Dentre os grupos foi visto novamente que o estimulo do exercicio foi suficiente para
provocar uma melhora no grupo obeso exercitado (OBEX), tendo em vista que neste
observamos uma maior expressdo desta enzima em relacdo ao grupo obeso controle (OBC).
Este resultado também ¢é refletido na analise microcirculatoria de reatividade, onde, ap0s
qualquer intervencdo, houve um aumento da resposta ao vasodilatador endotélio-dependente,

acetilcolina. N&o foram encontradas diferengas em relacdo as dosagens de iNOS (figura 20).
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9 SUMARIO DOS RESULTADOS

Em resumo nossos dados mostraram que animais obesos em condic¢des basais apresentam:
" Valores maiores de peso, comprimento naso-anal e quantidades de tecido adiposo

visceral, urogenital e retro-peritoneal em comparagéo aos grupos de intervencéo;

. Menor resposta as aplicacdes tdpicas de drogas vasoativas, no caso, acetilcolina
(vasodilatador endotélio-dependente) em todas as concentragfes aplicadas, em comparagdo
aos demais grupos;

. Alteracdo do sistema NO no sistema vascular;

. Lesdo de reperfusdo mais acentuada, observada pelo maior ndmero de

extravasamentos induzidos por isquemia-reperfusdo, em comparagao aos demais grupos;

" Apos a rotina de exercicios e associacdo com a modificacdo dietética, um aumento

linear da expressdo da proteina eNOS.

" Apos a rotina de exercicios e associacdo com a modificacdo dietética, uma reducdo

linear da quantidade da leptina.



64

10 CONCLUSAO

A partir do estudo no nosso laboratério foi possivel confirmar que o uso de uma
racdo hiperlipidica causa alteracdes microcirculatérias e sugere este modelo como util para
futuros estudos em relacéo a obesidade e seus possiveis tratamentos.

A partir das andlises para a avaliacao da microcirculacao foi possivel observar que: o
uso de uma racdo com alto teor de gordura causa disfuncéo endotelial e que com a adicéo de
diferentes intervencgdes tais como a modificagdo dietética associada ou ndo a uma rotina de
exercicios aerdbicos foi possivel observar uma melhora da disfuncdo endotelial e no nimero
maximo de extravasamentos de macromoléculas.

Dentro das intervencdes, 0 exercicio per se demonstrou ser capaz de reverter danos
endoteliais assim como reduzir aqueles causados por isquemia e reperfusdo mesmo sem perda
de gordura ou massa corporal.

A massa corporal, comprimento naso-anal e pesagem de diferentes tecidos adiposos
aferidos mostraram melhora nos grupos tratados somente com a modificacdo dietética e,
potencializada com a submissao de uma rotina de exercicios (PTA).

Com relacdo aos marcadores bioquimicos tradicionais, apesar de ndo haver
diferencas significativas, houve uma tendéncia de reducdo nos grupos exercitados para as
medidas de colesterol total e LDL-C. Adiciona-se a analise de leptina que mostrou uma
reducdo linear apds as intervencdes em relagcdo ao grupo obeso controle.

Os resultados microcirculatorios foram reforcados com a dosagem da enzima oxido
nitrico sintase endotelial (eNOS) que sofreu um incremento linear em todos 0S grupos

tratados em relacdo ao grupo obeso controle.
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