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RESUMO   

 

A obesidade é uma doença crônica metabólica caracterizada pelo acúmulo 

excessivo de gordura corporal e fator de risco independente para o desenvolvimento 

de distúrbios cardiovasculares. Estudos experimentais mostram que a indução à 

obesidade por dieta hiperlipídica insaturada promove alteração vascular 

caracterizada por melhora na via endotelial L-arginina/Óxido Nítrico (NO). Pesquisas 

sugerem que a leptina está envolvida nesse processo, sendo capaz de promover 

vasodilatação pelo aumento da síntese e/ou liberação do NO. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar o envolvimento da leptina na reatividade vascular em anéis de 

aorta de ratos submetidos à obesidade por meio de dieta com alto teor de gordura 

insaturada. Ratos Wistar com 30 dias de idade foram randomizados em dois grupos: 

controle (C, n=9) e obeso (Ob, n=7). Os ratos C receberam dieta padrão e os Ob um 

ciclo de dietas hiperlipídicas insaturadas alternadas diariamente por 27 semanas. 

Foram analisados o peso corporal final, a gordura corporal total e o índice de 

adiposidade. O perfil glicêmico foi avaliado pelo teste de tolerância à glicose (GTT) e 

a pressão arterial sistólica (PAS) por pletismografia de cauda. A análise da 

reatividade vascular foi realizada em anéis de aorta e avaliada por meio de curvas 

concentração-resposta à fenilefrina (10-11 a 3x10-4 M), acetilcolina (10-12 a 10-4 M) e 

leptina (10-14 a 3x10-6 M)  na ausência e na presença de L-NAME (inibidor da síntese 

de óxido nítrico; 100 μM). Os dados obtidos foram expressos por meio de medidas 

descritivas de posição e variabilidade e submetidos ao teste t de Student e análise 

de variância (ANOVA) de duas vias com teste post-hoc de Bonferroni. O nível de 

significância considerado foi de 5%. Os resultados mostram que a dieta hiperlipídica 

insaturada utilizada neste estudo acarretou maior ingestão calórica, elevação do 

peso e gordura corporal, índice de adiposidade, caracterizando um modelo 

reprodutível de obesidade. No entanto, não foram visualizadas comorbidades 

frequentemente associadas com a obesidade experimental, como intolerância à 

glicose, dislipidemia e hipertensão arterial. A obesidade reduziu a resposta máxima 

de contração à fenilefrina (Rmáx - C: 88,5 ± 4,8% vs Ob: 61,1 ± 5,4%*; p<0,05) e a 

sensibilidade (pD2 - C: -6,78 ± 0,10 vs Ob: -7,31 ± 0,12*; p<0,05). Após incubação 

dos anéis de aorta com L-NAME, nos animais Ob persistiu a diminuição significativa 

na pD2 (L-NAME/C: -7,41 ± 0,13 vs L-NAME/Ob: -7,80 ± 0,10#; p<0,05) quando 



comparados ao C. A obesidade não modificou a vasodilatação induzida pela 

acetilcolina entre os grupos. Entretanto, após administração do L-NAME, a Rmáx (L-

NAME/Ob: 4,10 ± 1,89%# vs L-NAME/C: 26,54 ± 5,30%; p<0,05) foi menor no grupo 

Ob quando comparado ao grupo C. Além disso, a vasodilatação induzida pela 

leptina na presença e ausência de L-NAME não foram alteradas pela obesidade. Em 

conclusão, a obesidade induzida por dieta hiperlipídica insaturada acarreta 

diminuição da resposta contrátil sem alteração da resposta vasodilatadora. Além 

disso, os achados evidenciam que as respostas relaxantes induzidas pela leptina 

não está alterada em função da obesidade, mas são dependentes da liberação do 

NO.  

 

Palavras-chave: Obesidade. Dieta hiperlipídica. Aorta. Endotélio. Leptina.  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT  

 

Obesity is a metabolic chronic disease characterized by excessive accumulation of 

body fat and an independent risk factor for development of cardiovascular disorders. 

Experimental studies show that the unsaturated high-fat diet-induced obesity 

promotes vascular alterations characterized by improved endothelial L-arginine/Nitric 

Oxide (NO) pathway. Research suggest that leptin is involved in this process, being 

able to promote vasodilation by increase of NO synthesis and/or release. The 

objective of this study was to evaluate the involvement of leptin on vascular reactivity 

in aortic rings of rats submitted to obesity by unsaturated high-diet fat. Thirty-day-old 

male Wistar rats were randomized into two groups: control (C, n=9) and obese (Ob, 

n=7). The C group was fed a standard diet and the Ob group was alternately 

submitted to four palatable high-fat diets for 27 weeks. Final body weight, total body 

fat and adiposity index were assessed. The glycemic profile was evaluated by 

glucose tolerance test (GTT) and systolic blood pressure (SBP) by tail-

cuff plethysmography method. The analysis of vascular reactivity was carried out in 

aortic segments and assessed by the concentration-response curves to 

phenylephrine (10-11 to 3x10-4 M), acetylcholine (10-12 to 10-4 M) and leptin (10-14 to 

3x10-6 M) in the presence and absence of L-NAME (nonspecific inhibitor of NO 

synthase, 100 µM). Data were expressed using descriptive measures of variability 

position and submitted to Students T-test and two-way ANOVA followed by a 

Bonferroni post-hoc test. The level of significance was considered to be 5%. The 

results show that unsaturated high-fat diet used in this study promoted greater calorie 

intake, elevation of body weight and body fat, adiposity index, featuring a 

reproducible model of obesity. However, comorbidities frequently associated to 

experimental obesity were not visualized, such as glucose intolerance, dyslipidemia 

and hypertension. Obesity reduced the maximum response to phenylephrine (Rmax - 

C: 88.5 ± 4.8% vs Ob: 61.1 ± 5.4%*; p<0.05) and sensibility (pD2 - C: -6.78 ± 0.10 vs 

Ob: -7.31 ± 0.12 *; p<0.05). After incubation of aortic rings with L-NAME, in Ob group 

persisted significant decrease in pD2 (L-NAME/C: -7.41 ± 0.13 vs L-NAME/Ob: -7.80 

± 0.10#; p<0.05) than C. Obesity lead did not change the vasodilation induced by 

acetylcholine between groups. However, after administration of L-NAME, the Rmax 

(L-NAME/Ob: 4.10 ± 1.89%# vs L-NAME/C: 26.54 ± 5.30%; p<0.05) was lower in the 



Ob group compared to C. Furthermore, the vasodilation induced by leptin in the 

presence and absence of L-NAME were not altered by obesity. In conclusion, obesity 

induced unsaturated fat diet leads to decreased contractile response without 

changing the vasodilator response. Furthermore, the findings show that leptin-

induced relaxation response is not altered due to the obesity, but are dependent on 

the release of NO.  

 

Keywords: Obesity. High-fat diet. Aorta. Endothelium. Leptin.  
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1- INTRODUÇÃO 

 

 A obesidade é uma doença caracterizada pelo excesso de gordura corporal e 

reconhecida como epidemia global, uma vez que afeta praticamente todas as faixas 

etárias e classes sociais tanto em países desenvolvidos quanto em 

desenvolvimento(1). Atualmente é considerada um problema de saúde pública devido 

a sua crescente prevalência. Estima-se que em 2014, mais de 1,9 bilhão de adultos, 

acima de 18 anos, apresentavam sobrepeso, dos quais mais de 600 milhões 

estavam obesos(2). No Brasil, segundo Pesquisa de Orçamentos Familiares do 

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE)(3), cerca de 48,5% da população 

adulta apresenta sobrepeso, e 15,8% são obesos. A previsão para 2025 é que 35% 

da população brasileira será obesa, caso não sejam tomadas medidas preventivas 

para essa doença(4). 

 A etiologia da obesidade é complexa, desde que apresenta múltiplas causas 

que podem ser decorrente da interação de fatores genéticos, metabólicos, 

psicológicos, comportamentais e ambientais(5). No entanto, as causas mais comuns 

para a ocorrência de obesidade são o aumento do consumo alimentar calórico e o 

sedentarismo, os quais levam a um balanço calórico positivo e, consequentemente, 

aumento de gordura corporal(6). Dentro desse contexto, a obesidade se consolidou 

como agravo nutricional associado à alta incidência de morbidades, respiratórias, 

osteoarticulares, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias, alguns tipos de câncer e, 

principalmente, doenças cardiovasculares, as quais estão associadas com aumento 

da mortalidade e redução na expectativa de vida(7).  

 O tecido adiposo deixou de ser considerado apenas um órgão passivo que 

armazena energia, sendo atualmente, relatado como um órgão parácrino e 
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endócrino que libera diversas adipocinas, tais como: fator de necrose tumoral-α  

(TNF-α), interleucina-6 (IL-6), adipsina, angiotensinogênio, adiponectina, resistina, 

leptina e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), as quais podem contribuir 

para a disfunção endotelial(8).  

 A disfunção endotelial é caracterizada por desequilíbrio na produção de 

substâncias relaxantes (óxido nítrico, prostaciclina e fator hiperpolarizante derivados 

do endotélio) e constritoras (endotelina, prostanóides, angiotensina e espécies 

reativas de oxigênio) que podem comprometer a integridade do vaso afetando na 

manutenção do tônus e da homeostase vascular(9).  

 A disfunção endotelial associada à obesidade tem sido considerada um 

processo inicial para o desenvolvimento da aterosclerose, bem como fator de risco 

para lesão arterial e, consequentemente, elevação do risco de desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares(10,11). Estudos têm demonstrado que indivíduos obesos 

apresentam prejuízo na função arterial caracterizado pela redução da vasodilatação 

dependente do endotélio, que se constitui em um dos principais mecanismos 

responsáveis pelo desenvolvimento de doenças cardiovasculares(12,13).  

 Em modelos animais induzidos por dieta hipercalórica também é visualizado 

prejuízo no relaxamento dependente e independente do endotélio em artérias 

mesentéricas(14,15). Fatani et al.(16) apontam que animais alimentados a partir de dieta 

com alto teor de gordura saturada apresentam resposta vasoconstritora ao cloreto 

de potássio (KCl) e a noradrenalina (NA) semelhante ao grupo controle, enquanto o 

relaxamento em resposta ao carbocol e nitruprussiato de sódio (NPS), é atenuada 

em artérias mesentéricas; esses achados indicam que a dieta hiperlipídica saturada 

promove disfunção vascular. Outros autores não encontraram diferença no 

relaxamento dependente do endotélio induzido por acetilcolina (ACh) em aorta de 
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camundongos e de coelhos  obesos induzidos por dieta hiperlipídica(17,18). Pesquisas 

recentes em nosso laboratório revelaram que ratos induzidos à obesidade, por dieta 

com alto teor em gordura insaturada, apresentam melhora na resposta vasomotora 

da via endotelial vascular em anéis de aortas torácicas(19,20). Os autores sugerem 

que a melhora observada na via L-arginina de animais obesos foi decorrente do 

aumento dos níveis de insulina e leptina, ambos responsáveis pelo aumento da 

produção e liberação do oxido nítrico.   

 Dentro deste contexto, a literatura relata que os efeitos da obesidade sobre o 

sistema cardiovascular, em especial sobre o endotélio vascular tanto em humanos 

quanto em animais, são produtos de diversos mecanismos envolvidos na alteração 

da função endotelial, os quais ainda não estão totalmente esclarecidos(21). Diversos 

fatores como resistência à insulina, dislipidemia e hipertensão arterial, têm sido 

citados como responsáveis por possíveis disfunções cardiovasculares em modelos 

de obesidade. Além disso, a hiperleptinemia decorrente da obesidade estimula o 

sistema nervoso simpático que contribui na alteração da pressão sanguínea, bem 

como pode também promover vasodilatação, produzindo e liberando óxido nítrico 

(NO)(22) que se difunde facilmente pelas membranas celulares(23). Assim, esse duplo 

comportamento da leptina pode ajudar a esclarecer porque a obesidade nem 

sempre é acompanhada de hipertensão arterial. 

 A leptina é um hormônio secretado pelo tecido adiposo que apresenta níveis 

plasmáticos elevados na obesidade, tanto em humanos quanto em roedores(24). 

Esse hormônio atua centralmente no controle da ingestão alimentar que age no 

hipotálamo inibindo a biossíntese e a secreção do neuropeptídeo Y (NPY) e do 

peptídeo agouti (AgRP), mecanismos relacionados com a regulação da fome e do 

apetite(25,26). Além de controlar os estoques de energia, a leptina está envolvida em 
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vários outros processos fisiológicos, entre eles a modulação do tônus vascular, 

atuando por meio de receptores específicos localizados no endotélio vascular(27). O 

receptor de leptina apresenta seis diferentes isoformas Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-

Rd, Ob-Re e Ob-Rf(28), sendo que no endotélio vascular o receptor mais abundante 

refere-se ao tipo Ob-Rb.  

A ação da leptina ocorre a partir da ligação com o receptor a janus quinase 2 

(JAK2), a qual é ativada e fosforila outros resíduos de tirosina que irão mediar a 

sinalização intracelular nos quatro resíduos de tirosina (Tyr974, Tyr985, Tyr1077 e 

Tyr1138), sendo que, cada uma está associado à ativação de vias de sinalização 

distintas. A fosforilação dos resíduos de tirosina, Tyr1077 e Tyr1138 ligam-se às 

proteínas transdutores de sinal e ativadores de transcrição (STAT) que são ativadas 

e translocadas para o núcleo para estimular a transcrição do gene. Ambos Tyr1077 e 

Tyr1138 ligam a STAT5 enquanto apenas Tyr1138 recrutas STAT1 e STAT3. Os outros 

dois resíduos fosforilados Tyr985 Tyr974 recrutam e ativam a enzima proteína tirosina 

fosfatase contendo o domínio SH2 (SHP-2). Essa enzima atua na ativação na via da 

proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) culminando com a ativação da 

quinase regulada por sinais extracelulares (ERKs). A Tyr974 também promove o 

recrutamento e a fosforilação das proteínas dos substratos do receptor de insulina 

(IRS 1/2), as quais são responsáveis pela ativação da enzima fosfatidilinositol 3-

quinase (PI3K). Essa enzima ativa a proteína quinase B (Akt) e a proteína quinase A 

(PKA), que fosforila a óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) resultando na produção 

de óxido nítrico, conforme visualizado na Figura 1(27,29). 
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Figura 1. Vias de sinalização da leptina: JAK-2/STAT3 e IRS-1/PI-3K/Akt
(30)

. 

  

 

Como relatado anteriormente, Nascimento et al.(19-20) mostram que animais 

obesos induzidos por dieta hiperlipidica insaturada apresentaram elevados níveis 

plasmáticos de leptina e aumento na resposta vasodilatadora dependente do 

endotélio. Os autores sugerem que a hiperleptinemia pode estar relacionada com a 

resposta vasodilatadora devido ao aumento na produção de óxido nítrico, no entanto 

outros estudos têm relatado prejuízo da via NO na obesidade(14,15,31). A discrepância 

observada entre os achados pode ser devido aos modelos de obesidade utilizados, 

os quais variam desde modelos genéticos a diversos modelos de dieta(32,33,34). A 

literatura mostra que, nas artérias mesentérica e aorta, a leptina não estimula 

apenas a produção e liberação do óxido nítrico, mas a produção de outros 

mediadores, entre eles, o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o fator hiperpolarizante 

derivado do endotélio (FHDE)(35,36), ambos induzem a vasodilatação. Além disso, a 
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resposta vasodilatadora estimulada pela leptina mostrou-se dependente da 

integridade do endotélio vascular(36). 

Em razão da carência de estudos que avaliaram os mecanismos pelo qual a 

leptina modula as diferentes respostas no endotélio vascular de modelos de 

obesidade, a proposta do estudo foi investigar a participação da leptina na função 

vascular de ratos obesos submetidos à dieta com alto teor de gordura insaturada. A 

hipótese do estudo é de que a leptina aumenta a resposta vasodilatadora nos anéis 

de aorta de ratos obesos. 
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2- OBJETIVO 

  

 O presente estudo avaliou a participação da leptina na reatividade vascular 

em artéria de condutância (aorta) de ratos submetidos à obesidade por meio de 

dieta com alto teor de gordura insaturada. 

 

 

 2.1- OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Caracterização do modelo de obesidade por dieta hiperlipídica insaturada; 

 Avaliação da reatividade vascular em anéis aorta isolada de ratos: 

- Participação α1-adrenérgica (fenilefrina); 

- Relaxamento dependente (ACh e leptina) do endotélio; 

- Participação da via do NO, mediante bloqueio farmacológico com L-NAME, na 

reatividade vascular à fenilefrina;  

- Síntese de NO na resposta vasodilatadora endotélio-dependente (ACh e leptina) 

com inibição da via do óxido nítrico sintase endotelial com L-NAME. 
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3- MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1- ANIMAIS 

 

 No presente estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Ratus 

novergicus albinus), com 30 dias de idade, fornecidos pelo Biotério Central do 

Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo. Os animais 

foram alocados e mantidos sob as seguintes condições na sala de passagem do 

Laboratório de Fisiologia e Bioquímica Experimental do Centro de Educação Física 

da UFES: gaiolas individuais de polipropileno com tampas de arame cromado 

forradas com maravalha de Pinus, temperatura (24 ± 2C) e umidade ambiente (55 ± 

5%) controladas e ciclos de iluminação de 12:12 horas. Os procedimentos 

experimentais foram realizados de acordo com o “Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals” publicado pelo “U.S. National Institutes of Health” e aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Espírito 

Santo - UFES (Protocolo nº. 027/2014) (Anexo A). 

 

 

3.2- GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

 Os ratos foram randomizados em dois grupos: alimentados com dieta 

normocalórica (C: n=15) e dieta hiperlipídica (Ob: n=15). Após seleção e distribuição 

dos grupos experimentais, um animal de cada grupo veio a óbito, permanecendo, 14 

animais em cada grupo (C: n=14; Ob: n=14). Os ratos C receberam ração padrão 

(Presence ratos e camundongos®, São Paulo, Brasil) para roedores e os Ob um ciclo 
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de quatro rações hiperlipídicas (Biotron Zootecnica®, Rio Claro, São Paulo, Brasil), 

diferindo apenas no sabor, e não nos micro e macronutrientes, sendo alternadas a 

cada 24 horas por um período de 27 semanas. Os ratos C e Ob receberam 

diariamente 50g de ração e após 24 horas o que não foi ingerido era mensurado 

para avaliação da ingestão alimentar. A oferta de água foi ad libitum.  

 

 

3.2.1- Composição das rações padrão e hiperlipídica 

 

 A ração padrão Presence ratos e camundongos® é composta pelos seguintes 

ingredientes: fosfato bicálcico, óleo de soja degomado, cloreto de sódio, milho 

moído, aditivo antioxidante, farelo de soja, farelo de trigo, farinha de carne e ossos, 

farinha de peixe, suplemento mineral e vitamínico. O grupo obeso recebeu um ciclo 

de quatro dietas hiperlipídicas (RC Focus 2413, 2414, 2415 e 2416) e que 

apresentam as mesmas composições nutricionais, de cloreto de sódio, caseína, soro 

de leite em pó, concentrado proteico de soja, milho integral moído, farinha de 

bolacha, fosfato bicálcico, carbonato de cálcio, óleo de milho, aditivos emulsificante 

e antioxidante, suplemento mineral e vitamínico, diferenciando-se nos aditivos 

flavorizantes queijo, bacon, chocolate e baunilha.  

 A composição de macro e micronutrientes das rações padrão e hiperlipídica, 

mensurada pela empresa Agroceres®, Rio Claro, São Paulo, Brasil, está 

apresentada no Quadro 1.  
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Quadro 1. Composição de macro e micronutrientes das rações 

Componentes 
Rações 

Padrão Hiperlipídica 

Proteína (%) 23,0 20,0 

Carboidrato (%) 42,8 26,4 

Gordura (%)  4,0 20,0 

Vitaminas e Minerais (%)  12,1 12,1 

Fibras (%)  5,0   9,0 

Umidade (%) 13,0 12,5 

Calorias (Kcal/g) 2,99 3,65 

% Calorias da proteína  30,7 21,9 

% Calorias do carboidrato 57,3 28,9 

% Calorias da gordura 12,0 49,2 

 

 

3.3- DETERMINAÇÃO NUTRICIONAL 

 

 O perfil nutricional foi determinado por meio da ingestão alimentar e calórica, 

eficiência alimentar, peso e gordura corporal e índice de adiposidade. O peso 

corporal dos animais foi aferido semanalmente, utilizando-se uma balança digital 

Mettler® modelo Spider 2 (Toledo do Brasil Indústria de Balanças Ltda, São 

Bernardo do Campo, São Paulo, Brasil). A eficiência alimentar, capacidade dos 

animais converterem energia alimentar consumida em peso corporal, foi mensurada 

dividindo-se o ganho de peso corporal (g) pela ingestão calórica total (Kcal) 

multiplicado por 100. A quantidade de gordura corporal total foi determinada pela 

somatória dos depósitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral. O índice 

de adiposidade foi calculado, dividindo-se a gordura corporal total pelo peso corporal 

final, multiplicado por 100(37).  
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3.4- ANÁLISE LIPÍDICA E PROTEICA 

 

 Para análise do perfil lipídico e proteico, os ratos foram mantidos em jejum de 

12 a 15 horas, anestesiados com solução a 10% de hidrato de cloral (0,4mL. 100g-1 - 

ip) e eutanasiados por decapitação. A seguir, as amostras de sangue foram 

coletadas em tubos Falcon, centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos (Eppendorf® 

Centrifuge 5804-R, Hamburg, Germany) e armazenadas em freezer à -80ºC (Thermo 

Fisher Scientific LLC, Asheville, NC, USA). As concentrações séricas de 

triacilglicerol, colesterol total, lipoproteína de alta (HDL) e baixa intensidade (LDL) e 

proteína foram determinadas utilizando-se kits específicos (Bioclin Bioquímica®, Belo 

Horizonte, Minas Gerais, Brasil) e analisadas pelo analisador bioquímico 

automatizado BS-200E (Mindray do Brasil - Comércio e Distribuição de 

Equipamentos Médicos Ltda, São Paulo, Brasil).  

 

 

3.5- CARACTERIZAÇÃO DA OBESIDADE  

 

 No final do protocolo experimental, o índice de adiposidade foi utilizado como 

indicador de obesidade. Esse método é de baixo custo e facilmente realizado, pois 

permite avaliar a quantidade de gordura corporal de maneira precisa e consistente. 

Diversos estudos têm utilizado esse índice como ferramenta para avaliar a 

quantidade de gordura corporal em roedores(34,38).  
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3.6- CONSTITUIÇÃO DOS GRUPOS CONTROLE E OBESO 

 

 Em estudos, principalmente experimentais, mesmo quando mantidas 

condições laboratoriais semelhantes, não está assegurada homogeneidade de 

resposta. Nesse sentido, ratos submetidos à ração normocalórica e hiperlipídica 

podem apresentar em menor ou maior escala características comuns, por exemplo, 

o índice de adiposidade. Estudo publicado previamente(39) mostrou que esse fato 

pode conduzir a erros de classificação, ou seja, animais submetidos à ração 

normocalórica poderiam ser classificados como controle, quando na realidade 

exibem características de animais obesos ou vice versa. Por essa razão, tornou-se 

necessário estabelecer um critério que separasse os animais em dois grupos 

distintos de acordo com índice de adiposidade.  

 Dessa forma, foi constituído um intervalo de confiança (IC) de 95% para a 

média do índice de adiposidade dos grupos controle e obeso. Adotou-se como ponto 

de separação (PS) entre os grupos, o ponto médio entre o limite superior do C e o 

limite inferior do Ob. A partir desse ponto foi excluído do grupo C, os animais com 

índice de adiposidade acima do PS pertencentes ao grupo C. No grupo Ob, os 

animais com índice de adiposidade abaixo do PS foram excluídos, conforme 

mostrado na Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Representação esquemática do critério utilizado para composição dos grupos controle e 
obeso

(40)
.        

 

PS 
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3.7- OBESIDADE E COMORBIDADES 

 

 A obesidade desenvolvida por dieta hiperlipídica pode apresentar alterações 

no perfil cardiovascular, metabólico e hormonal, como hipertensão arterial sistêmica, 

intolerância à glicose, resistência sistêmica à insulina, dislipidemias, hiperglicemia, 

hiperinsulinemia e hiperleptinemia (35,38,41). Dentro desse contexto, essas morbidades 

foram avaliadas nos grupos a partir das seguintes variáveis:  

 

 

3.7.1- Pressão Arterial Sistólica 

 

   A hipertensão arterial sistêmica foi avaliada em ambos os grupos por meio da 

análise da pressão arterial sistólica (PAS). A PAS foi determinada de maneira 

indireta, após o término do protocolo experimental, por meio do método de 

pletismografia de cauda (IITC INC/Life Science, 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, 

Ca 91367-1253 USA). Os animais foram acomodados na câmara aquecida, com 

temperatura variando de 29° a 32°C; na região proximal da cauda dos animais foi 

conectado um manguito de borracha (cuff), o qual foi insuflado até 200-250 mmHg e 

desinsuflado automaticamente. Os valores da PAS, obtido por meio dos sinais do 

transdutor acoplado ao computador, foram analisados em um software específico 

(AcqKnowledge® MP100, Biopac Systems, Inc, Santa Barbara, CA, USA). Foram 

realizadas pelo menos três medidas em cada animal para obtenção de um registro 

médio. 
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3.7.2- Intolerância à glicose 

 

 Como os animais obesos podem apresentar níveis glicêmicos normais em 

condições basais, foi analisado o perfil glicêmico após sobrecarga de glicose. As 

coletas sanguíneas na artéria caudal foram realizadas após um período de jejum de 

6 horas e administração intraperitoneal de glicose a 25% (Sigma-Aldrich,® St Louis, 

MO, USA), equivalente a 2 g/kg. As amostras sanguíneas foram coletadas nos 

momentos 0, considerado condição basal, e após 15’, 30’, 60’, 90’ e 120’ minutos da 

infusão de glicose(19). A mensuração dos níveis glicêmicos foi realizada com 

glicosímetro portátil Accu-Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda, São Paulo, 

Brasil). A intolerância à glicose foi avaliada pelo perfil da curva e área glicêmica. 

 

  

3.7.3- Dislipidemias e Hiperglicemia 

 

 As concentrações séricas de triacilglicerol, colesterol total, lipoproteína de alta 

(HDL) e baixa densidade (LDL) e proteína foram avaliadas conforme metodologia 

utilizada e descrita no item 3.4.  

 

 

3.7.4- Estrutura do coração post mortem 

 

 O processo de remodelação cardíaca foi avaliado por análise estrutural 

macroscópica das câmaras cardíacas post mortem, a fim de identificar presença de 

hipertrofia cardíaca a nível atrial e ventricular(42,43). Os animais foram anestesiados 

com 10% de hidrato de cloral e eutanasiados por decapitação. O coração dos 



29 

 

animais foi removido e dissecado e pesado em balança de precisão (AD 500, Marte 

Científica e Instrumentação Industrial LTDA, Minas Gerais, Brasil). Para avaliar o 

grau de hipertrofia cardíaca foi avaliado o peso dos ventrículos esquerdo (VE) e 

direito (VD) e dos átrios (AT), bem como as relações VE, VD e AT pelo comprimento 

da tíbia, que foi removida e limpa dos tecidos circundantes moles e o comprimento 

determinado com paquímetro (ZAAS Precision - Amatools Comercial e Importadora 

Ltda).  

 

 

3.7.5- Determinação do teor de água nos tecidos cardíaco, pulmonar e hepático 

 

 A obesidade pode acarretar aumento na volemia corporal(44), o que pode 

promover acúmulo de líquidos nos tecidos. Portanto, foi realizada a avaliação do teor 

de água tecidual nos ventrículos esquerdo e direito, átrio, pulmão e fígado. Após a 

remoção e separação dos tecidos foram mantidos em estufa a 55 ± 5°C por 48 horas 

para desidratação e posteriormente serem pesadas. A determinação do teor de água 

foi expressa em valores relativos e calculada pela seguinte formula: [(PN-PS)/PN] x 

100%, onde PN representa o peso in natura e o PS o peso seco. 

 

 

3.8- AVALIAÇÃO DA REATIVIDADE VASCULAR 

   

 A técnica de reatividade vascular in vitro permite avaliar a tensão isométrica 

gerada por agonistas e antagonistas em anéis de aortas vasculares, bem como 

detectar alterações na capacidade dos anéis em contrair e relaxar(45).  
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 Os animais foram anestesiados com solução a 10% de hidrato de cloral 

(0,4mL. 100g-1 – intraperitoneal) e, posteriormente, decapitados com guilhotina. Em 

seguida, foi realizada incisão no abdome do animal, através da qual retirou-se um 

segmento de aorta torácica de aproximadamente 3 cm. Esse fragmento foi colocado 

em uma placa de Petri contendo solução nutritiva de Krebs-Henseleit (em mM: NaCl, 

124; KCl, 46; CaCl2.2H2O, 2,5; MgSO4.7H2O, 1,2; KH2PO4, 1,2; EDTA, 0,01). Após 

esse procedimento, a aorta torácica foi dissecada para a remoção dos tecidos 

conectivo e adiposo e dividida em três anéis de aproximadamente 4 a 5 mm de 

comprimento cada. Os anéis foram acoplados e montados em cubas de órgãos 

isolados. 

 Para a aquisição do registro de tensão isométrica, cada anel vascular foi 

suspenso em um par de ganchos inoxidável em cubas de vidro, contendo 5 ml de 

solução de Krebs-Henseleit mantida à temperatura de 36,5°C e aerada com mistura 

carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2), pH de 7,4 conforme descrito por Marin et 

al.(46). Um gancho encontra-se fixo na parte inferior da cuba e o outro conectado a 

um transdutor de força (TSD 125), interligado ao sistema de aquisição de dados (MP 

100 Biopac System, Inc; Santa Bárbara, CA-USA). Esse sistema é acoplado a um 

computador para o registro da tensão isométrica desenvolvida pelo vaso (Figura 3).  

 

 
Figura 3. Esquematização do sistema para estudo de reatividade de anéis de aorta

(47)
. 
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3.8.1- Avaliação da reatividade vascular ao cloreto de potássio (KCl) 

  

 Os anéis de aorta vasculares foram submetidos a uma tensão de repouso de 

1g, reajustado quando necessário durante o período de estabilização de 30 minutos 

(Figura 4A). Após o período de estabilização, foi adicionado KCl (75 mM) nas cubas 

para verificar a atividade contrátil induzida por despolarização e, assim, verificar a 

viabilidade do músculo liso vascular que devia gerar uma variação de um grama de 

força a partir do valor basal (Figuras 4B e C). Os anéis que não obtiveram tal 

contração foram descartados.  

 Em seguida, foi realizada a troca da solução nutridora das cubas até retornar 

a tensão de repouso. Após estabilização de 30 minutos (Figura 4D), uma nova dose 

de KCl (75 mM) foi adicionada nas cubas para a aquisição de uma contração 

máxima do músculo liso vascular por 30 minutos, tempo suficiente para atingir um 

platô no registro da contração (Figuras 4E e F). Após esse platô, os anéis foram 

novamente lavados para que os mesmos retornassem a tensão de repouso e, 

depois de 30 minutos (Figura 4G), os anéis foram submetidos à avaliação da 

integridade funcional do endotélio. 

 

 

3.8.2- Avaliação da integridade funcional do endotélio 

 

 Em seguida, após assegurado a viabilidade dos anéis, foi realizado o teste de 

integridade funcional do endotélio, que consisti na administração e verificação de 

sua capacidade de relaxar com acetilcolina (ACh, 10-5 M, Sigma-Aldrich®, St Louis, 

MO, USA) nos anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina (Fe, 10-6 M, Sigma-
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Aldrich®, St Louis, MO, USA) (Figuras 4H e I). O endotélio vascular foi considerado 

íntegro nos anéis de aorta com relaxamento igual ou superior que 80% da contração 

induzida pela Fe. As curvas de concentração-resposta foram realizadas em anéis de 

aorta com endotélio preservado. A seguir serão detalhados os protocolos 

experimentais realizados. 

  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Registro do teste da viabilidade do músculo liso vascular com KCl e avaliação da 
integridade funcional do endotélio. Avaliação da viabilidade do músculo liso vascular com KCl: A) 
Período inicial de estabilização (30 min permanecendo na tensão de aproximadamente 1 g); B) 
Adição de KCl (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; D) Período 
de estabilização (30 min); E) Adição de KCl (75 mM) ao banho (por 30 min); F) Lavagem dos anéis 
com solução Krebs-Henseleit; G) Período de estabilização (30 min). Avaliação da integridade 
funcional do endotélio: H) Pré-contração com fenilefrina (Fe) 10

-6
 M; I) Adição de acetilcolina (ACh) 

10
-5

 M; J) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit (adaptado de Angeli, 2009)
(48)

. 

 

 

3.8.3- Protocolos experimentais  

 

3.8.3.1- Avaliação da resposta vasoconstritora à fenilefrina em anéis de aorta de 

ratos obesos  

 

 Após 30 minutos da avaliação da contração induzida pelo KCl (75 mM), foram 

realizadas curvas de concentração-resposta ao agonista α1-adrenérgico, utilizando a 

fenilefrina em doses cumulativas (10-11 a 3x10-4 M, Sigma-Aldrich, ® St Louis, MO, 
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USA) (Figura 5A). Esse protocolo tem como finalidade avaliar a resposta contrátil 

usando-se a via de sinalização intracelular através de receptores de membrana.  

 

 

3.8.3.2- Avaliação das respostas vasodilatadoras dependente do endotélio vascular 

em anéis de aorta de ratos obesos 

  

 Após período de estabilização, os anéis de aorta foram pré-contraídos com 

concentração submáxima de fenilefrina (10-6 M, Sigma-Aldrich, ® St Louis, MO, USA). 

Em seguida, a partir da obtenção de um platô, foram realizadas curvas de 

concentração-resposta cumulativa aos agonista muscarínico (M3)
(49), acetilcolina (10-

12 a 10-4 M, Sigma) (Figura 4B) e de leptina (10-14 a 3x10-6 M, Sigma-Aldrich, ® St 

Louis, MO) (Figura 5C).  

 

 

3.8.3.3- Avaliação da participação da via da síntese de óxido nítrico em anéis de 

aorta de ratos obesos 

 

 Com a finalidade de avaliar a participação do óxido nítrico sobre a resposta 

vasoconstritora e vasodilatadora, os anéis vasculares foram incubados por 30 

minutos com inibidor não seletivo da síntese de óxido nítrico (NOS), NW-nitro-L-

arginine methyl ester (L-NAME, 100 μM, Sigma-Aldrich, ® St Louis, MO, USA). Em 

seguida, foram realizadas curvas de concentração-resposta cumulativa a fenilefrina 

(10-11 a 3x10-4M, Sigma), acetilcolina (10-12 a 10-4 M, Sigma) e a leptina (10-14 a 3x10-

6 M, Calbiochem) em anéis de aorta de ratos controle e obeso (Figura 5A, B e C).  
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Figura 5. Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais realizados na reatividade vascular 
em aortas torácicas de ratos controle e obeso. (A) Pré-contração com fenilefrina (Fe) seguida de 
relaxamento através da adição de acetilcolina (Ach); (B) Curvas concentração-resposta 
vasodilatadora à acetilcolina (ACh); (C) Curvas concentração-resposta vasodilatadora à leptina. (A, B 
e C) Curvas concentração-resposta vasoconstritora a fenilefrina (Fe), acetilcolina e leptina na 
ausência ou presença do bloqueador L-NAME.  

 

 

3.8.4- Parâmetros funcionais 

 

 Os seguintes parâmetros funcionais foram analisados na curva cumulativa de 

concentração-resposta: resposta máxima (Rmáx), sensibilidade (pD2 = -LogEC50) e 

área abaixo da curva (AUC). A curva com os parâmetros avaliados está 

representada abaixo (Figura 6).  

 

Figura 6. Representação esquemática dos parâmetros funcionais da curva de cumulativa de 

concentração-resposta. 

 

A B C 
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3.9- ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Os dados obtidos foram expressos por meio de medidas descritivas de 

posição e variabilidade. As características gerais, avaliação nutricional e 

comorbidades foram analisadas a partir do teste t de Student para amostras 

independentes. A evolução do peso corporal e o perfil glicêmico foram avaliados 

pela análise de variância (ANOVA) de duas vias para medidas repetidas e 

complementada pelo teste post-hoc de Bonferroni quando necessário. 

 Para a determinação dos valores de resposta máxima (Rmáx), sensibilidade 

(pD2) e a diferença da área abaixo da curva (dAUC) em resposta aos diferentes 

agonistas foi realizada análise de regressão não-linear, obtida através da análise 

das curvas concentração-resposta utilizando-se Graph Prism Software (San Diego, 

CA, USA). Os dados de reatividade vascular foram analisados por meio do test t de 

Student e/ou ANOVA de duas vias, complementada pelo teste post-hoc de 

Bonferroni. O nível de significância adotado foi de 5%. 
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4- RESULTADOS 

 

4.1- COMPOSIÇÃO DOS GRUPOS CONTROLE E OBESO  

 

 Após a 27ª semana de tratamento, com a finalidade de caracterizar os grupos 

experimentais como verdadeiramente controles e obesos, foi aplicado o critério de 

separação, utilizando-se o índice de adiposidade, conforme descrito no item 3.6. 

Dessa forma, permaneceram no estudo nove animais controle (C; n=9) e sete 

obesos (Ob; n=7).   

 

 

4.2- CARACTERIZAÇÃO DO INÍCIO DA OBESIDADE 

 

 A Figura 7 mostra a evolução semanal do peso corporal dos ratos C e Ob. Os 

animais apresentaram desenvolvimento ponderal semelhante até a 9ª semana de 

tratamento, no entanto, a partir da 10ª semana de tratamento houve aumento 

significativo do peso corporal do grupo Ob em relação ao grupo C. Essa diferença foi 

mantida até o final do protocolo experimental. 
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Figura 7. Evolução semanal do peso corporal dos animais controle (C, n= 9) e obeso (Ob, n= 7). 
Dados expressos em média ± desvio padrão. Análise de variância (ANOVA) duas vias para modelo 
de medidas repetidas em dois grupos independentes, complementada com teste de comparação 
múltiplas de Bonferroni. *p<0,05 Ob vs C. 
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 A Tabela 1 mostra as características gerais dos animais C e Ob. O peso 

corporal final, o ganho de peso corporal, os depósitos de gordura visceral, 

retroperitoneal e epididimal, gordura corporal total e o índice de adiposidade no Ob 

foram significativamente maiores do que o grupo C. Não foi observado diferença 

significativa entre os grupos experimentais para a variável pressão arterial sistólica. 

 

 

Tabela 1. Características gerais  

VARIÁVEIS 

GRUPOS 

C (n=9) Ob (n=7) 

PCI (g) 137 ± 10           136 ± 12 

PCF (g) 468 ± 38 528 ± 35* 

Ganho de peso (g) 331 ± 31 392 ± 30* 

Visceral (g) 5,1 ± 1,1 10,1 ± 4,6* 

Retroperitoneal (g) 10,8 ± 3,7 19,1 ± 5,4* 

Epididimal (g) 6,1 ± 1,4 9,8 ± 2,5* 

Gordura corporal total (g) 22 ± 6 39 ± 12* 

Índice de adiposidade (%) 4,7 ± 0,9 7,4 ± 2,0* 

PAS (mmHg) 122 ± 14 128 ± 16 

Dados expressos em média ± desvio padrão.  C: controle; Ob: obeso; PCI: peso corporal 
inicial; PCF: peso corporal final; PAS: pressão arterial sistólica. Teste “t” de Student para 
amostras independentes. *p<0,05 Ob vs C.   
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4.3- PERFIL NUTRICIONAL 

 

  A Tabela 2 ilustra as características nutricionais dos grupos experimentais. Os 

animais C e Ob não apresentaram diferença estatística na ingestão e eficiência 

alimentar. No entanto, o consumo calórico diário dos animais Ob foi 

significativamente maior do que o grupo C. 

 

 

Tabela 2. Características nutricionais 

VARIÁVEIS 

GRUPOS 

C (n=9) Ob (n=7) 

IA (g/dia) 20,8 ± 2,2 19,8 ± 1,9 

IC (g x kcal/dia) 62,3 ± 6,5 72,2 ± 7,2* 

EA (g/kcal) 2,82 ± 0,16 2,88 ± 0,15 

Dados expressos em média ± desvio padrão.  C: controle; Ob: obeso; IA: ingestão alimentar; 
IC: ingestão calórica; EA: eficiência alimentar. Teste “t” de Student para amostras 
independentes. *p<0,05 Ob vs C.  
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4.4- COMORBIDADES 

  

 As Figuras 8A e 8B ilustram os resultados do teste de tolerância à glicose 

realizado nos animais C e Ob. Os níveis glicêmicos nos momentos basal, 15’, 30’, 

60’ e 120’ minutos foram similares entre os grupos. No entanto, a glicemia foi 

significativamente maior no grupo Ob quando comparado ao grupo C apenas no 

momento 90’ minutos (Figura 8A). Contudo, a área glicêmica foi semelhante entre os 

grupos C e Ob (Figura 8B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Dados expressos em média ± desvio padrão. (A) Perfil glicêmico após o teste de tolerância 
à glicose dos animais controle (C; n=9) e obeso (Ob; n=7). Análise de variância (ANOVA) duas vias 
para modelo de medidas repetidas em dois grupos independentes, complementada com teste de 
comparação múltiplas de Bonferroni. *p<0,05 Ob vs C. (B) Área sobre a curva glicêmica. Teste “t” de 
Student para amostras independentes. 
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 A Tabela 3 apresenta os resultados bioquímicos a partir da análise de 

triglicérides (TG), colesterol total, lipoproteína de alta densidade (HDL), lipoproteína 

de baixa densidade (LDL) e proteína. Não foram observadas diferenças significativas 

para os níveis de TG, colesterol, HDL, LDL e proteína entre os grupos. 

 

 

Tabela 3. Análise bioquímica 

VARIÁVEIS 

GRUPOS 

C (n=9) Ob (n=7) 

Triglicérides (mg/dL) 75,7 ± 19,2 75,7 ± 26,4 

Colesterol (mg/dL) 78,1 ± 18,2 67,9 ± 11,8 

HDL (mg/dL) 19,50 ± 5,30 20,67 ± 4,32 

LDL (mg/dL) 11,06 ± 4,32 11,25 ± 2,28 

Proteína (g/dL) 5,36 ± 1,03 5,40 ± 0,75 

Dados expressos em média ± desvio padrão. C: controle; Ob: obeso. HDL: lipoproteína de alta 
densidade; LDL: lipoproteína de baixa densidade. Teste “t” de Student para amostras 
independentes.  
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4.5- ESTRUTURA DO CORAÇÃO POST MORTEM 

 

 A Tabela 4 mostra a estrutura cardíaca macroscópica post mortem dos ratos 

C e Ob. Após 27 semanas de tratamento, não foram constatadas diferenças 

significativas no comprimento da tíbia, nos pesos do coração, VE, VD e AT. Além 

disso, os resultados mostram que não houve diferença significativa entre os grupos 

quando o coração e as câmaras cárdicas foram normalizados pelo comprimento da 

tíbia. 

 

 

Tabela 4. Características morfológicas cardíacas  

VARIÁVEIS 
GRUPOS 

C (n=9) Ob (n=7) 

Coração (g) 1,06 ± 0,08 1,12 ± 0,09 

VE (g) 0,77 ± 0,09 0,82 ± 0,06 

VD (g) 0,20 ± 0,04 0,22 ± 0,03 

AT (g) 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,02 

Tíbia (cm) 4,21 ± 0,15 4,19 ± 0,11 

Coração/Tíbia (g/cm) 0,25 ± 0,02 0,27 ± 0,02 

VE/Tíbia (g/cm) 0,18 ± 0,02 0,20 ± 0,01 

VD/Tíbia (g/cm) 0,049 ± 0,010 0,052 ± 0,006 

AT/Tíbia (g/cm) 0,021 ± 0,003 0,020 ± 0,004 

Dados expressos em média ± desvio padrão. VE: peso do ventrículo esquerdo; VD: peso 
do ventrículo direito; AT: peso do átrio; VE/tíbia: relação do peso do ventrículo esquerdo 
pela tíbia; VD/tíbia: relação do peso do ventrículo direito pela tíbia; AT/tíbia: relação do 
peso do átrio pela tíbia. Teste “t” de Student para amostras independentes. 
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4.6- TEOR DE ÁGUA NOS TECIDOS CARDÍACO, PULMONAR E HEPÁTICO 

 

   A Tabela 5 mostra o teor de água nos tecidos cardíaco, pulmonar e hepático 

dos ratos C e Ob. Os resultados mostram diminuição significativa na porcentagem 

de umidade no fígado do grupo Ob em relação ao grupo C. Porém, não foram 

observadas diferenças significativas na quantidade de água no VE, VD, AT e 

pulmão. 

 

 

Tabela 5. Teor de água nos tecidos cardíaco, pulmonar e hepático 

VARIÁVEIS 

GRUPOS 

C (n=9) Ob (n=7) 

VE (%) 75,7 ± 0,9 74,8 ± 0,7 

VD (%) 76,3 ± 1,5 75,3 ± 1,6 

AT (%) 78,0 ± 4,2 74,7 ± 6,4 

Pulmão (%) 78,9 ± 1,0 77,8 ± 1,7 

Fígado (%) 66,2 ± 1,8 62,3 ± 4,2* 

Dados expressos em média ± desvio padrão. C: controle; Ob: obeso; VE: ventrículo esquerdo; 
VD: ventrículo direito; AT: átrio. Teste “t” de Student para amostras independentes. * p<0,05 
Ob vs C. 
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4.7- AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO VASCULAR IN VITRO  

 

4.7.1- Avaliação do efeito da obesidade sobre a reatividade vascular nos anéis 

isolados de aorta e a produção de óxido nítrico 

 

 As Figuras 9 e 10A-C ilustram os efeitos da obesidade sobre a resposta 

contrátil à fenilefrina na ausência e presença do bloqueador L-NAME (bloqueador 

inespecífico da enzima NO sintase). Os animais Ob apresentaram resposta máxima 

significativamente diminuída (Rmáx: C: 88,5 ± 4,8% vs Ob: 61,1 ± 5,4*%; *p<0,05; 

Figura 10A) e aumento significativo da sensibilidade (pD2: C: -6,78 ± 0,10 vs Ob: -

7,31 ± 0,12*; *p<0,05; Figura 10B)em relação ao grupo C, respectivamente. Após o 

bloqueio com o L-NAME não houve diferença significativa entre a Rmáx dos animais 

C quando comparada aos animais Ob (C: 147,2 ± 6,1% vs Ob: 138,9 ± 6,5%; Figura 

10A). No entanto, na pD2 houve aumento significativo entre os animais Ob em 

relação ao C (pD2: C: -7,41 ± 0,13 vs  Ob: -7,80 ± 0,10*; *p<0,05; Figura 10B). 

 Na Figura 10C não foi observado diferença significativa entre os grupos 

estudados na diferença da área abaixo da curva (dAUC) em resposta à 

concentração-resposta à fenilefrina na ausência e presença do L-NAME (C: 218,43 ± 

12,34% vs Ob: 246,41 ± 32,12%; p> 0,05).  
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Figura 9. Curva concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta torácica de ratos Wistar dos 
grupos controle (C) e obeso (Ob) na presença ou ausência de L-NAME. Dados expressos em media ± 
erro padrão. Análise de variância (ANOVA) de dois fatores com teste de comparação múltipla de 
Bonferroni. 

*
p<0,05 Ob vs C. 

#
p<0,05 L-NAME/Ob vs L-NAME/C. 

 

 
 

 
 
Figura 10. (A) Resposta máxima (Rmáx), (B) Sensibilidade (pD2) e (C) Diferença da área abaixo da 
curva (dAUC) da curva de concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta torácica de ratos 
Wistar dos grupos controle (C) e obeso (Ob) na presença ou ausência de L-NAME. Dados expressos 
em média ± erro padrão. A e B: Análise de variância (ANOVA) de dois fatores com teste de 
comparação múltipla de Bonferroni. C: Teste t de Student. 

*
p<0,05 Ob vs C. 

#
p<0,05 L-NAME/Ob vs 

L-NAME/C.  

A B 

C 
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4.7.2- Participação do óxido nítrico na modulação da resposta vasodilatadora à 

acetilcolina 

 

 As Figuras 11 e 12A-C apresentam os resultados do relaxamento induzido 

pela acetilcolina (ACh) em anéis de aorta de ratos, avaliados por meio da curva de 

concentração-resposta. Os resultados mostram que não foram observadas 

diferenças significativas na Rmáx (C: 93,7 ± 3,1% vs Ob: 94,3 ± 3,5%) e na pD2 (C: -

8,87 ± 0,47 vs Ob: -8,53 ± 0,72; Figuras 11 e 12A e B). 

 Após o bloqueio com L-NAME, os anéis de aorta do grupo Ob apresentaram 

diminuição significativa na Rmáx (L-NAME/Ob: 4,10 ± 1,89% vs L-NAME/C: 26,54 ± 

5,30%; p<0,05) em relação ao C (Figura 11 e 12A). No entanto, os resultados 

demonstram que não houve diferença significativa entre os grupos na pD2 (L-

NAME/C: -8,19 ± 1,34 vs L-NAME/Ob: -7,53 ± 0,59; Figura 10B). Na Figura 12C não 

foi observado diferença significativa entre os grupos estudados na diferença da área 

abaixo da curva (dAUC) em resposta à acetilcolina na ausência e presença do L-

NAME (C: 358,55 ± 39,14% vs Ob: 394,34 ± 41,77%).  

 

Figura 11. Curva concentração-resposta à acetilcolina em anéis de aorta torácica de ratos Wistar 
dos grupos controle (C) e obeso (Ob) na presença ou ausência de L-NAME. Dados expressos em 
média ± erro padrão. Análise de variância (ANOVA) de dois fatores com teste de comparação 
múltipla de Bonferroni. 

#
p<0,05 L-NAME/Ob vs L-NAME/C. 
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Figura 12. (A) Resposta máxima (Rmáx), (B) Sensibilidade (pD2) e (C) Diferença da área abaixo da 
curva (dAUC) da curva de concentração-resposta à acetilcolina em anéis de aorta torácica de ratos 
Wistar dos grupos controle (C) e obeso (Ob) na presença ou ausência de L-NAME. Dados expressos 
em média ± erro padrão. A e B: Análise de variância (ANOVA) de dois fatores com teste de 
comparação múltipla de Bonferroni. C: Teste t de Student. 

#
p<0,05 L-NAME/Ob vs L-NAME/C.  
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4.7.3- Relaxamento induzido pela leptina e a participação do óxido nítrico na 

modulação da resposta vasodilatadora 

  

 A Figura 13 ilustra a curva de concentração-resposta à leptina na ausência ou 

presença de L-NAME nos grupos C e Ob. Os resultados mostram que não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos na Rmáx (C: 47,8 ± 3,1% vs 

Ob: 42,9 ± 10,5%, p> 0,05) e pD2 (C: -9,93 ± 0,36 vs Ob: -9,48 ± 0,59), 

respectivamente (Figura 14A e B).  

 Após a incubação dos anéis de aorta com o L-NAME, os resultados mostram 

que não houve diferença significativa entre os grupos C e Ob na Rmáx (7,8 ± 3,8% 

vs 1,5 ± 1,3%; Figura 14A) e na pD2 (-12,54 ± 1,79 vs -8,90 ± 1,32; Figura 14B). Na 

Figura 14C não foi observada diferença significativa entre os grupos estudados na 

diferença da área abaixo da curva (dAUC) em resposta à leptina na ausência e 

presença do L-NAME (C: 182,76 ± 15,30% vs Ob: 189,19 ± 53,23%). 

 

 
Figura 13. Curva concentração-resposta à leptina em anéis de aorta torácica de ratos Wistar dos 
grupos controle (C) e obeso (Ob) na presença ou ausência de L-NAME. Dados expressos em média ± 
erro padrão. Análise de variância (ANOVA) de dois fatores com teste de comparação múltipla de 
Bonferroni. 
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Figura 14. (A) Resposta máxima (Rmáx), (B) Sensibilidade (pD2) e (C) Diferença da área abaixo da 
curva (dAUC) da curva de concentração-resposta à leptina em anéis de aorta torácica de ratos Wistar 
dos grupos controle (C) e obeso (Ob) na presença ou ausência de L-NAME. Dados expressos em 
média ± erro padrão. A e B: Análise de variância (ANOVA) de dois fatores com teste de comparação 
múltipla de Bonferroni. C: Teste t de Student.  
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5- DISCUSSÃO 

 

 O comportamento moderno da sociedade industrializada caracteriza-se pelo 

sedentarismo e alterações nos hábitos alimentares, decorrentes de mudanças 

sociais, econômicas, demográficas, tecnológicas e culturais, as quais afetam 

diretamente o estilo de vida da população(50). Essas mudanças revelaram à adoção 

de um padrão dietético com elevados teores de carboidratos e gorduras, os quais 

estão associados com aumento do tecido adiposo e favorecem o aparecimento de 

comorbidades como dislipidemias, resistência à insulina, hipertensão arterial 

sistêmica e doenças cardiovasculares(51). 

 Diversos estudos têm demonstrado que modelos experimentais representam 

uma ferramenta importante para a compreensão dos mecanismos metabólicos e 

fisiológicos envolvidos na obesidade(52). Em roedores têm sido muito utilizado a 

indução de obesidade por meio de dietas compostas de alimentos densamente 

calóricos, ricos em açúcares, carboidratos e gorduras, porém pobres em vitaminas e 

minerais; esse instrumento é utilizado com intuito de reproduzir o comportamento 

nutricional humano(18,53). Dentro desse contexto, os resultados mostram que a dieta 

hiperlipídica insaturada utilizada no presente estudo acarretou maior ingestão 

calórica, elevação do peso e a gordura corporal, índice de adiposidade, 

caracterizando um modelo reprodutível de obesidade. Após a aplicação do critério 

de classificação a partir do índice de adiposidade, para a constituição dos grupos de 

maneira homogênea, o descarte dos animais pela ausência de adesão ao critério 

estabelecido foi de 35,7% e 50% nos grupos controle e obeso, respectivamente. 

Nascimento et al.(54) ao compor os grupos controle e obeso, utilizou critério similar de 

separação a partir da gordura corporal na carcaça, sendo descartados menos de 
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20% dos animais nos respectivos grupos, incidindo em perdas menores do que as 

encontradas neste trabalho. 

  

 

5.1- PERFIL NUTRICIONAL  

 

 Os animais submetidos à obesidade por dieta hiperlipídica, rica em ácidos 

graxos insaturados, apresentaram aumento significativo no peso corporal a partir da 

10ª semana de tratamento, sendo esse resultado mantido até a 27ª semana do 

protocolo de indução a obesidade. Os nossos achados são contrários à literatura 

que mostram diferença no peso corporal a partir da 3ª e 5ª semana de tratamento 

com dieta hiperlipídica(54,55,56,57). 

 Entretanto, alguns estudos mostram que o peso corporal não é bom indicador 

de classificação de obesidade em animais(54,58). Tal fato pode ser constatado neste 

trabalho, uma vez que enquanto a gordura corporal e o índice de adiposidade 

aumentaram 77,3% e 57,4%, respectivamente, o ganho de peso corporal elevou 

somente 18,4%. Dessa forma, alguns autores sugerem que o peso corporal não 

representa um parâmetro fidedigno de avaliação para obesidade, desde que é 

ineficaz em relação à quantidade de gordura corpórea. Portanto, recomenda-se 

utilizar outras variáveis de mensuração para identificar obesidade, por exemplo, a 

gordura corporal total(54,58). Estudos mostram que dietas hiperlipídicas contendo 

≥30% da energia total de gordura favorece o desenvolvimento da obesidade, 

demonstrando relação positiva entre os níveis de gordura na dieta e o aumento nos 

depósitos de tecido adiposo(59). Nesse estudo, os ratos do grupo Ob apresentaram 

aumento significativo dos depósitos de gordura retroperitoneal, visceral e epididimal 
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decorrente do consumo da dieta hiperlipídica. Esses dados são compatíveis com 

vários autores, mostrando que a dieta hiperlipídica acarreta obesidade(55,57,60,61).  

 Os mecanismos responsáveis pela hiperfagia em humanos e roedores 

submetidos às dietas hiperlipídicas ainda não estão claros, mas são atribuídos a 

propriedades organolépticas, como alta palatabilidade relacionada às propriedades 

sensoriais das dietas ricas em gorduras(62). Embora dietas com alto teor de gordura 

estejam associadas à hiperfagia, o consumo alimentar (g) diário de ração não diferiu 

entre os grupos C e Ob, indicando ausência de hiperfagia. Esses achados 

corroboram com Keita et al.,(56) demonstrando que ratos alimentados com dietas de 

azeite extra virgem e de margarina desenvolveram obesidade, mesmo ingerindo 

menos alimentos do que o grupo controle. Os autores ressaltam que a obesidade 

observada nos animais depende da quantidade de gordura total ingerida, 

composição e duração do tratamento dietético. Apesar dos animais C e Ob não 

apresentarem diferença no consumo e na eficiência alimentar, o maior ganho de 

gordura corporal exibido pelo grupo Ob ocorreu devido à diferença calórica das 

rações. Essa diferença está relacionada ao elevado valor energético da dieta 

hiperlipídica de 3,65 Kcal/g comparada à ração padrão 2,99 Kcal/g, gerando uma 

diferença de 22% no conteúdo calórico, a qual é suficiente em induzir obesidade. 

Desta forma, pesquisadores relatam que é possível desenvolver obesidade sem 

aumento da ingestão alimentar, desde que haja mudanças na composição de 

macronutrientes e, consequentemente, aumento da ingestão de calorias 

consumidas, o qual resultará no acúmulo de tecido adiposo(63,60). A obesidade não é 

causada apenas pela qualidade nutricional da dieta, do consumo total de calorias ou 

da quantidade de alimentos ingeridos, mas sim pela interação entre os alimentos 
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ingeridos e os fatores relacionados ao estilo de vida como, por exemplo, o 

sedentarismo(64). 

 

 

5.2- COMORBIDADES 

 

 A obesidade é frequentemente associada a um conjunto de distúrbios 

metabólicos e endócrinos como intolerância à glicose, resistência à insulina, 

hiperinsulinemia, hiperleptinemia, dislipidemias e hipertensão arterial. No entanto, o 

modelo de obesidade não foi capaz de evidenciar alterações na glicemia, 

dislipidemia e pressão arterial sistólica. 

 O teste de tolerância à glicose mostrou que, após sobrecarga de glicose, os 

animais C e Ob não apresentaram diferença na curva e na área glicêmica. 

Entretanto, estes resultados divergem dos estudos anteriores desenvolvidos em 

nosso grupo que mostram que animais submetidos à obesidade com dieta 

hiperlipídica por 15 e 30 semanas, apresentam intolerância à glicose, aumento nos 

níveis séricos de insulina e resistência à insulina(65,19,66). Sendo assim, embora não 

tenham sido mensurados os níveis de insulina no presente estudo, sugere-se que os 

animais obesos apresentaram hiperinsulinemia sem resistência à ação da insulina, 

uma vez que a insulina foi efetiva na manutenção da glicemia. 

 A dislipidemia observada na obesidade é caracterizada pelos níveis elevados 

de triglicérides (TG), colesterol, lipoproteínas de baixa densidade (LDL) e diminuição 

dos níveis séricos de lipoproteínas de alta densidade (HDL)(67,68). No entanto, como 

relatado anteriormente não houve prejuízo no perfil lipídico, corroborando com vários 

autores(66,34) e divergindo quanto aos achados que encontraram elevação do 
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TG(61,57). Pesquisas têm demonstrado que a utilização de ratos Wistar e 

camundongo para estudar as alterações no perfil lipídico e, consequente, 

dislipidemia, parece não representar modelos ideais e fidedignos, pois são 

resistentes ao desenvolvimento de dislipidemia e aterosclerose(69). Os autores 

inferem que o metabolismo lipídico dos ratos e camundongos está relacionado aos 

níveis de HDL, ao invés do LDL como é observado em humanos, o que 

possivelmente contribui para a resistência aterogênica(69). Além disso, é importante 

ressaltar que a composição lipídica das rações dos animais obesos utilizadas neste 

estudo é de ácidos graxos insaturados. A literatura mostra que essas dietas são 

potenciais redutores do teor sérico de colesterol, por aumentar a captação hepática 

de colesterol(70), enquanto a gordura saturada está associada com aumento de 

colesterol total e LDL e redução do HDL(71).  

 Em relação ao comportamento cardiovascular, a pressão arterial sistólica 

(PAS) manteve-se inalterada nos animais C e Ob. Este resultado diverge de 

trabalhos que mostram elevação na pressão arterial sistólica(72,73,65). Diversos 

mecanismos são responsáveis pelo aumento da pressão arterial, entre eles, 

destacam-se agentes adrenérgicos, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, sistema 

renina angiotensina (SRA) e sistema nervoso simpático, os quais podem 

desencadear vasoconstrição periférica e, consequentemente, hipertensão arterial(74). 

Entretanto, outros estudos revelaram ausência de alterações da PAS em animais 

obesos(34,67,75,76,55). Alguns achados têm mostrado que a dieta hiperlipídica 

insaturada está relacionada com a produção de óxido nítrico endotelial estimulado 

pela insulina e leptina(19,20). Assim, a hiperinsulinemia e hiperleptinemia, observada 

nos animais submetidos à obesidade por dieta hiperlipídica, podem ser responsáveis 
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pelo aumento da produção e liberação de óxido nítrico, o que resultaria em redução 

da resistência periférica e, consequentemente, da pressão arterial(19,20). 

 

  

5.3- ESTRUTURA DO CORAÇÃO POST MORTEM  

 

 O estudo morfológico post mortem do coração, a partir da análise dos pesos 

isolados das câmaras cardíacas, mostra que a obesidade não acarretou hipertrofia 

cardíaca. No entanto, quando o coração é normalizado pela tíbia, os animais Ob 

mostram razão maior no grupo Ob (p=0,09), no entanto, não significativa. Estes 

dados divergem de estudos que indicam que a obesidade induzida por dieta rica em 

gordura acarreta hipertrofia cardíaca(57,76).  

 A hipertrofia do miócito consiste em um mecanismo de adaptação em 

resposta a diversos estímulos, tais como, aumento do débito cardíaco decorrente da 

necessidade metabólica imposta, por exemplo, pela obesidade(77,78). Esse processo 

inclui aumento do volume sanguíneo circulante e resistência vascular sistêmica, os 

quais contribuem para um maior trabalho cardíaco(79,80). Embora este trabalho não 

tenha mostrado que a obesidade acarrete remodelação cardíaca, os achados da 

razão coração/tíbia sugerem que a obesidade causou hipertrofia cardíaca de 

magnitude mais fisiológica do que patológica. Esses dados corroboram com Campos 

et al.(66) que demonstram que ratos Wistar alimentados por 30 semanas com dieta 

hipercalórica não apresentam hipertrofia cardíaca; no entanto, divergem de alguns 

autores que mostram que a obesidade induzida por dieta hiperlipídica resulta em 

hipertrofia cardíaca(81,82). Enquanto alguns trabalhos têm relatado hipertrofia 

cardíaca em jovens camundongos ob/ob e db/db, outras pesquisas têm mostrado 
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somente remodelação cardíaca em animais que sofrem influência do 

envelhecimento(83,84,85). Esses achados são semelhantes aos observados por Carroll 

et al.(34) e Ricci et al.(86) que, ao induzir ratos Wistar e Sprague-Dawley à obesidade 

com dieta hiperlipídica por 12 e 14 semanas, não mostram hipertrofia cardíaca.  

 Embora muito se especule sobre indução da obesidade por dieta 

hiperlipídicas e suas consequências no coração. Os estudos mostram que em ratos 

Wistar, submetidos à dieta com elevado teor de gordura insaturada acarreta redução 

da quantidade de ceramida cardíaca em comparação à dieta rica com gordura 

saturada, sugerindo frequência reduzida de apoptose nos cardiomiócitos(87,88,89). 

Além disso, a suplementação dietética com ácidos graxos poliinsaturados ômega-3 

(n-3) e ômega-6 (n-6), têm indicado melhora na eficiência cardíaca(90,91) e atenuação 

da hipertrofia ventricular esquerda(92). 

 

 

5.4- REATIVIDADE VASCULAR  

 

 As doenças vasculares constituem as principais causas de morbidade em 

indivíduos obesos(93) incluindo diminuição da biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) 

(94,95), bem como elevação de componentes envolvidos na contração, tais como, 

angiotensina e endotelina que induzem a contração do músculo liso vascular(96,97). O 

presente estudo analisou o efeito da indução à obesidade por meio de dieta 

hiperlipídica sobre a resposta vascular em artéria de condutância (aorta) de ratos, 

bem como a participação do receptor de leptina.  

 O mecanismo de contração vascular resultante da interação do agonista 

fenilefrina (Fe) com o receptor α1-adrenérgico expresso no músculo liso vascular foi 
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avaliado por meio de curvas cumulativas à Fe, ao qual foi observado o efeito da 

dieta hiperlipídica sobre o mecanismo de ação intracelular. O receptor α1 está 

acoplado a proteína Gq
(98), a qual ativa a fosfolipase C (PLC) que hidrolisa a 

fosfatidilinositol bifostato (PIP2), resultando em trifosfato de inositol (IP3) e 

diacilglicerol (DAG). O IP3 atua em receptores específicos no retículo 

sarcoplasmático, enquanto a DAG ativa a proteína quinase C (PKC), elevando a 

mobilização de cálcio (Ca+2) no meio intracelular, por meio de canais de Ca+2 

sensíveis à voltagem do tipo L(98,99). No músculo liso vascular o aumento na 

concentração de Ca+2 intracelular ativa a quinase de cadeia leve da miosina e a 

fosforilação da miosina; uma vez fosforilada a miosina interage com filamentos de 

actina, produzindo contração na célula muscular lisa(100). Os resultados do presente 

estudo mostram que a obesidade promoveu diminuição na resposta contrátil à Fe, 

sugerindo que o endotélio estaria liberando um fator de relaxamento. 

Os achados estão em concordância com Nascimento et al.(20) ao utilizarem 

modelo semelhante de indução à obesidade com dieta hiperlipídica insaturada, por 

15 semanas, demonstraram redução da resposta máxima à noradrenalina em anéis 

de aorta de ratos Wistar. Em outro experimento Nascimento et al.(19) ao submeterem 

os animais à obesidade por 30 semanas, não apresentaram diferença na resposta 

vasoconstritora à noradrenalina, sugerindo que o tempo de exposição à obesidade 

altera a resposta vasoconstritora. Por outro lado Keita et al.(56) e Bautista et al.(101), 

ao avaliarem a reatividade vascular em anéis de aortas de ratos Wistar submetidos à 

obesidade por dietas hiperlipídicas insaturada (azeite extravirgem; óleo de canola) e 

saturada (margarina; óleo de canola frito), por 20 e 10 semanas, respectivamente, 

demonstraram que a obesidade não acarreta diferença na resposta vasoconstritora 

à fenilefrina. A ausência de alterações na resposta vasoconstritora pode estar 
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relacionada, provavelmente, à quantidade e a natureza de lipídios na dieta, os quais 

são considerados fatores protetores e/ou desencadeadores de aterosclerose e estão 

associados à redução da atividade de óxido nítrico (NO)(71). 

Dentre os fatores relaxantes liberados pelo endotélio vascular e que podem 

contribuir com a diminuição da resposta contrátil encontrada neste estudo, destaca-

se o óxido nítrico (NO), uma substância vasodilatadora que modula a resposta de 

diferentes agonistas. O NO é um radical livre, lipossolúvel, sintetizado por uma 

família de enzimas denominadas NO sintases (NOS) a partir da oxidação de um 

nitrogênio guanidino terminal do aminoácido L-arginina em L-citrulina e NO(23). 

Dentro desse contexto, três isoformas de NOS foram identificadas; sendo uma 

expressa como induzível (iNOS), localizada em macrófagos e leucócitos 

polimorfonucleares e independente de Ca+2. As duas outras isoformas são 

constitutivas, isto é, dependentes de íons Ca+2, na qual temos a NOS neural (nNOS) 

presente em neurônios e a NOS endotelial (eNOS; endothelial nitric oxide synthase) 

encontrada em plaquetas e, principalmente, nas células endoteliais 

vasculares(102,103). O NO derivado do endotélio apresenta função vasodilatadora, 

exerce potente efeito antiaterogênico e trombo resistente, inibe a agregação 

plaquetária, a adesão de monócitos e leucócitos e a proliferação celular(103).   

 Na tentativa de elucidar a participação e o aumento da biodisponibilidade do 

NO na diminuição da resposta contrátil à Fe, foi realizada curva concentração 

resposta na presença de L-NAME. Esse fármaco inibe a óxido nítrico sintase (NOS), 

impedindo a formação de monofosfato cíclico de guanosina (GMPc) na célula 

muscular e, consequentemente, a síntese e liberação de NO(104). Após inibição da 

síntese de NO, a obesidade não alterou a biodisponibilidade de NO. Corroborando 

aos achados do presente estudo, Nascimento et al.(20) demonstraram que a 
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hiporreatividade à noradrenalina em anéis de aorta de ratos Wistar induzidos a 

obesidade por 15 semanas, não foi mais visualizada após inibição da síntese de NO 

com L-NAME, indicando importante participação do NO na modulação da resposta 

vasoconstritora à noradrenalina mediada pelo endotélio. Os mesmos 

pesquisadores(19) utilizando modelo experimental similar, no entanto, com duração 

de 30 semanas, observaram que o bloqueio com L-NAME produz um desvio à 

esquerda na resposta contrátil à noradrenalina, sendo menor nos animais obesos 

quando comparado ao animal controle. Além disso, o L-NAME elevou a resposta 

máxima à noradrenalina que foi similar entre os grupos, sugerindo que nos animais 

obesos há envolvimento da via L-arginina/NO é acentuada(19).  

 A partir dos resultados descritos acima, no qual houve diminuição da resposta 

contrátil à Fe, foi investigado se a obesidade altera o relaxamento vascular 

dependente do endotélio, utilizando acetilcolina (ACh). A vasodilatação produzida 

pela ACh é decorrente da estimulação de receptores muscarínicos do subtipo M3, 

localizados nas células endoteliais. A ocupação desses receptores pelo agonista 

estimula a fosfolipase C (PLC) e cataliza a produção fosfatididilinositol-4, 5-bisfosfato 

(PIP2), em diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3). O IP3 libera Ca+2 

do retículo endoplasmático elevando a concentração de Ca+2 intracelular, o qual 

ativa a liberação de NO pela ação da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS). 

O NO se difunde para a célula do músculo liso vascular e ativa a guanilato ciclase 

solúvel (GCs), formando monofosfato cíclico de guanosina (GMPc), a partir da 

quebra trifosfato de guanosina (GTP). O aumento da concentração do GMPc ativa a 

proteína quinase G (PKG) que, por meio da fosforilação de diversas proteínas, 

promove o relaxamento do músculo liso vascular por redução da concentração 

intracelular de Ca2+(105). 
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 Neste estudo, a obesidade não alterou a resposta vasodilatadora dependente 

do endotélio, sugerindo que não houve alteração na produção de NO estimulada 

pela ACh. Corroborando a estes achados Mundy et al.(18) mostram que a dieta 

hiperlipídica por 15 semanas em camundongos C57BL/6 não altera o relaxamento 

dependente do endotélio à ACh. Em contrapartida outros autores encontraram 

resultados controversos quanto à influência da obesidade na resposta 

vasodilatadora. Nascimento et al.(20) apontam que  ratos Wistar submetidos a 

obesidade por dieta com alto teor de gordura por 15 semanas, produz aumento da 

resposta máxima à ACh quando comparados com ratos controle. Bautista et al.(101) 

encontraram diminuição na resposta vasodilatadora à ACh em ratos Wistar 

submetidos à obesidade por dieta a partir de óleo de canola. Os autores indicam que 

a resposta endotelial alterada pela ACh está associada à compostos tóxicos 

derivados dos ácidos graxos durante o processo de cozimento(101). 

 A fim de avaliar o efeito da obesidade e a participação da enzima NO sintase 

na resposta relaxante induzida por ACh os anéis de aorta foram incubados com L-

NAME. Os resultados mostram que a resposta vasodilatadora endotélio-dependente 

em anéis de aorta de ratos obesos, após o bloqueio com L-NAME, foi abolida, 

demonstrando que o relaxamento induzido pela ACh na obesidade é totalmente 

dependente da liberação de NO. Outros mecanismos podem ser responsáveis pelo 

relaxamento vascular à ACh, tais como: a  prostaciclina (PGI2) e/ou o fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (FHDE)(106,107,108). 

 A interação do agonista, acetilcolina, com os receptor localizado no endotélio 

vascular, promove aumento do influxo de Ca+2 intracelular a partir de três eventos de 

modulação do tônus vascular(107): 1) abertura dos canais de potássio (K+) presentes 

no endotélio, os quais promovem efluxo desse íon na célula endotelial e, 
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consequente, diminuição do K+ intracelular, os quais acarretam geração de cargas 

negativas na membrana celular, tornando-a hiperpolarizada. Essa condição resulta 

no fechamento dos canais de Ca2+ presentes na célula muscular e, 

consequentemente, relaxamento do vaso(106,108); 2) ativação da enzima fosfolipase 

A2 que catalisa a hidrólise de moléculas de fosfolipídeo de membrana e gera o ácido 

araquidônico (AA), oxidado pela enzima ciclooxigenase (COX), originando a 

prostaciclina (PGI2). Em seu mecanismo de ação vasorrelaxante a PGI2 nas células 

do músculo lisa vascular ativa receptores específicos da membrana acoplados a 

proteína G, entre eles, a adenilato ciclase. A ativação dessa enzima cliva o trifosfato 

de adenosina (ATP) em monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), causando 

relaxamento da musculatura(102); 3) elevação do cálcio intracelular ativa a eNOS, a 

qual promove síntese de NO que se difunde para o músculo liso vascular e  estimula 

a guanilato ciclase solúvel (GCs) converter a guanosina trifosfato (GTP) em 

guanosina monofosfato cíclica (GMPc), o que resulta em vasorelaxamento(101,108). 

Dentro desse contexto, acredita-se que a PGI2 e/ou FHDE, em conjunto com o NO, 

exibem uma inter-relação complexa, porém bem integrada regulando a homeostase 

vascular o que não foi observado na obesidade(18,110). No entanto, estudos futuros 

são necessários para esclarecer a participação dessas vias em vasos de 

condutância. 

 Vários mediadores como insulina(111) e leptina(112)  são capazes de estimular a 

liberação de NO nas células endoteliais. Estudos têm mostrado que a concentração 

de leptina circulante é proporcional à quantidade de tecido adiposo(106). Apesar deste 

trabalho não ter analisado a concentração de leptina até o presente momento, 

acredita-se que os animais obesos desenvolveram hiperleptinemia; essa afirmação é 

baseada em trabalhos realizados anteriormente em nosso laboratório que utilizaram 
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protocolo experimental semelhante e demonstraram que a obesidade acarreta 

hiperleptinemia(65,19,20,55,76,61,66,57). Assim, com o objetivo de avaliar se o receptor de 

leptina está envolvido na diminuição da resposta contrátil da Fe e no aumentando da 

biodisponibilidade de NO, realizou-se curva concentração resposta à leptina.  

 A ligação da leptina com o receptor de leptina (Ob-Rb) promove aumento da 

concentração de Ca2+ intracelular, a qual ativa a formação e liberação de NO pela 

ação da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS). O NO difunde-se para o 

músculo liso vascular ativando o guanilato ciclase (GCs) que converte a guanosina 

trifosfato (GTP) em monofosfato cíclico de guanosina (GMPc), acarretando no 

relaxamento da musculatura lisa(113). Neste estudo, não foi observado modificação 

da resposta vasodilatadora dependente à leptina em ratos obesos, sugerindo que a 

obesidade não alterou a produção de NO estimulada pela leptina. 

 Lembo et al.(36), utilizando ratos Kyoto normotensos de 12 a 14 semanas, 

mostram que a leptina induz relaxamento em artérias de aorta e mesentéricas. Essa 

resposta é abolida por denudação endotelial, sugerindo que a integridade do 

endotélio é crítica para a ação da leptina na vasodilatação. Fruhbeck(114)  

demonstraram que a administração aguda por via intravenosa de leptina aumenta a 

liberação NO endotelial em ratos Wistar, porém essa resposta não é visualizada em 

ratos Zucker obesos com deficiência no receptor de leptina, sugerindo que a 

integridade do receptor é necessário para a produção do NO. Vecchione et al.(112) 

indicam que a leptina promove aumento da fosforilação de Akt induzindo a 

fosforilação da eNOS na serina1177 em anéis de aorta de ratos Wistar Kyoto com 12 

a 14 semanas.  

 Os achados do presente estudo mostram que a obesidade não alterou a 

produção de NO estimulada pelo receptor de leptina, mas diminuiu a resposta 
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contrátil a Fe e aumentou a biodisponibilidade de NO. Assim, para avaliar a 

participação do NO sobre as respostas vasculares foram realizadas curvas de 

relaxamento induzido por leptina após incubação com L-NAME. Os resultados 

mostram que houve abolição do relaxamento induzido pela leptina nos grupos 

estudados, demonstrando que o relaxamento induzido pela leptina em aorta de ratos 

controle e obeso é totalmente dependente da liberação de NO.  

 Lembo et al.(36) e Vecchione et al.(112)  mostram que em anéis de aorta ratos 

Kyoto normotensos de 12 a 14 semanas, o relaxamento provocado pela leptina é 

abolida  pelo L-NAME que, consequentemente, inibe a função do óxido nítrico 

endotelial. No entanto, Sahin e Bariskaner(35) demonstram que o pré-tratamento dos 

anéis da aorta de coelhos com L-NAME, não aboliu totalmente o relaxamento 

máximo à leptina. Os autores sugerem que os efeitos relaxantes da leptina são 

mediados em parte pelo NO e por outro fator liberado pelo endotélio(35). Cabe 

ressaltar que existem poucos trabalhos na literatura que avaliaram a participação da 

leptina na produção e liberação de NO no endotélio vascular, bem como há carência 

de informações sobre a resposta vascular à leptina em animais induzidos à 

obesidade com dieta hiperlipídica insaturada. 

 Em conclusão, a obesidade induzida por dieta hiperlipídica insaturada 

acarreta diminuição da resposta contrátil sem alteração da resposta vasodilatadora. 

A resposta contrátil à Fe é, provavelmente, resultante de maior participação da via 

nitrérgica (NO) nos animais obesos. Além disso, os achados evidenciam que as 

respostas relaxantes induzidas pela leptina e acetilcolina não estão alteradas em 

função da obesidade, mas são dependentes da liberação do NO. Futuros estudos 

são necessários para avaliar a participação de outros mediadores na resposta 

vascular sob a influência da obesidade. 
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