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Resumo

A diabetes mellitus tipo 2 e a obesidade tém vindo a aumentar a sua prevaléncia a nivel
mundial, sendo referidas como epidemias do atual século. Ambas se encontram estreitamente
associadas, uma vez que o excesso de gordura visceral e consequente disfuncdo do tecido
adiposo, pode causar o desenvolvimento de resisténcia a insulina. O tecido adiposo é um tecido
complexo, heterogéneo e com elevada plasticidade fenotipica, produtor de diversas moléculas
sinalizadoras — as adipocinas —, e que se encontra distribuido por todo o organismo, podendo
ser encontrado em grandes depdsitos ou em localiza¢Bes mais restritas, como é o caso do tecido
adiposo perivascular (PVAT). Devido & sua localizagdo, o PVAT poderd influenciar localmente o
funcionamento dos vasos sanguineos e ser responsavel por, em condi¢des patoldgicas, levar as
complica¢Bes vasculares associadas a diabetes e a obesidade. Assim, este trabalho tem como
objetivo estudar o impacto do PVAT na fungdo endotelial, num modelo animal de diabetes
mellitus tipo 2 n&o obeso, ratos Goto-Kakizaki (GK), com a introducdo de uma ragéo rica em
gorduras de forma a simular os erros alimentares muitas vezes cometidos nos dias que correm.
Além disso, pretende-se ainda investigar o efeito da administracdo de uma adipocina, a
omentina-1, nestas condicdes fisiopatolégicas. Foram entdo avaliados alguns biomarcadores
metabdlicos e efetuada a caracterizacdo funcional da artéria aorta nos diferentes grupos de
animais. Demonstrou-se que a agao anti-contratil do PVAT verificada em condic¢des fisiologicas
é perdida na diabetes tipo 2, e parcialmente recuperada com a administracao de omentina. Além
disso, foi observada uma melhoria de varios parametros bioquimicos sistémicos e metabdlicos
dos animais diabéticos tratados durante um més com a omentina, nomeadamente 0s niveis
circulantes de triglicerideos, a glicemia em jejum e a tolerancia a insulina. Com este trabalho
concluiu-se que, apesar de serem necessarios outros estudos complementares, a omentina

apresenta um potencial terapéutico na diabetes tipo 2.

Palavras-chave: diabetes, obesidade, disfun¢éo endotelial, tecido adiposo perivascular,

omentina-1
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Abstract

Type 2 diabetes and obesity have been increasing their prevalence worldwide, being
referred as epidemics of the current century. Both are closely associated, since the visceral fat
excess and consequent adipose tissue dysfunction, may cause insulin resistance development.
Adipose tissue is a complex, heterogenous tissue with high phenotypic plasticity, which produces
several signaling molecules — adipokines —, and that is distributed throughout the body, it can be
found in large deposits or in more restricted locations, such as perivascular adipose tissue
(PVAT). Because of its location, PVAT may locally influence the functioning of blood vessels and
be responsible for lead, in pathological conditions, to the vascular complications associated with
diabetes and obesity. Thus, the aim of this work was to study the impact of PVAT on endothelial
function in a non-obese type 2 diabetes mellitus animal model, Goto-Kakizaki (GK) rats, with the
introduction of a high fat diet to simulate dietary errors often committed nowadays. In addition, it
was also intended to investigate the effect of an adipokine administration, omentin-1, in these
pathophysiological conditions. Some metabolic biomarkers were then evaluated and the
functional characterization of the aortic artery was performed in the different groups of animals. It
was shown that the PVAT anti-contractile action found under physiological conditions is lost in
type 2 diabetes, and partially recovered with omentin administration. Furthermore, it was
observed an improvement in various systemic and metabolic biochemical parameters of diabetic
animals treated for one month with omentin, namely circulating triglyceride levels, fasting
glycaemia and insulin tolerance. With this work we concluded that, although other complementary

studies are needed, omentin presents a therapeutic potential in type 2 diabetes.

Keywords: diabetes, obesity, endothelial dysfunction, perivascular adipose tissue,

omentin-1
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I. Introducéo

1. Sindrome metabdlica

A sindrome metabdlica afeta cerca de 1/3 da populacdo adulta portuguesa, e 0 seu
diagnéstico pode ser realizado por avaliacdo de alguns pardmetros bioquimicos e clinicos, que
se apresentam na Tabela 1, como a glicemia em jejum, o nivel de triglicerideos e de colesterol
HDL, a presséo arterial e o perimetro abdominal.

Esta sindrome designa o conjunto de multiplos fatores de risco, tanto para doencas
cardiovasculares, como para diabetes mellitus tipo 2, tendo como causas a obesidade central e
a insulino-resisténcia'?. Deste modo, sendo a obesidade o principal fator de risco para a
ocorréncia da diabetes tipo 2, ndo é surpreendente que os padrées mundiais de prevaléncia

destas duas fisiopatologias se sobreponhamg.

Tabela 1- A sindrome metabdlica pode ser diagnosticada, de acordo com a Federagéao Internacional de Diabetes, pela
presenc¢a de 3 ou mais dos seguintes critérios:

Perimetro da cintura >94 cm (homem) e >80 cm (mulher)
Triglicerideos plasmaticos 2150 mg-dL?
Presséo arterial 2 130/85 mmHg
Colesterol HDL <40 mg-dL* (homem) e < 50 mg-dL"* (mulher)
Glicemia 2100 mg-dL?

2. Diabetes mellitus tipo 2

A diabetes é uma doenca metabdlica crénica que, segundo a Federacéo Internacional
de Diabetes, em 2015, afetava 8,8% da populacdo global (415 milhdes de pessoas) e estima-se
gue, em 2040, estes nlimeros aumentem para 10,4% e 642, respetivamente®.

A forma mais prevalente desta patologia é a diabetes mellitus tipo 2, que se caracteriza
por uma hiperglicemia proporcionada pela resisténcia a hormona insulina, sendo definida por
uma desregulacdo na razdo glicose-insulina®. Nestas condigdes, a capacidade da insulina
estimular o uptake da glicose em tecidos periféricos (figado, misculo esquelético e tecido
adiposo) encontra-se diminuida®®. Neste sentido, individuos diabéticos apresentam alteragées
no metabolismo da glicose ou na sua tolerancia, bem como uma sobreproducdo inicial de insulina

2



I. Introducéo

(hiperinsulinemia), um mecanismo compensatdrio face a insensibilidade a esta hormona'’, pelo
que devera ser a resisténcia a insulina um dos elos de ligacdo entre a obesidade e alteracdes
vasculares, tais como a hipertens&o®8.

A terapéutica classica da diabetes tem como objetivo atingir a normoglicemia e a sua
manuten¢do a longo prazo. No entanto, estando o risco de doenca -cardiovascular
consideravelmente aumentado em individuos insulino-resistentes, estdo a ser desenvolvidas
novas estratégias que possam ser direcionadas aos dois alvos, diabetes e doenca

cardiovascular®.

3. Obesidade

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude, em 2014 mais de um em cada trés adultos
(39%) em todo o mundo tinha excesso de peso, e 11% dos homens e 15% das mulheres eram
obesos, sendo que estes valores de prevaléncia global da obesidade mais do que duplicaram
desde o ano de 1980. A obesidade é definida pela mesma organizagdo como sendo a
acumulacd@o anormal ou excessiva de gordura corporal, de tal forma que a saude do individuo
passe a ser adversamente afetada.

Geralmente representativa de um estilo de vida desadequado (sedentarismo e dieta
desequilibrada), esta patologia é mais prevalente em paises de cultura ocidental e tende a ser
um problema crescente em paises em desenvolvimento®.

Caracterizada pelo aumento andémalo de tecido adiposo, esta € uma doenca croénica,
multifatorial, pois surge como resultado da interacdo entre o patriménio genético de cada
individuo e os fatores ambientais e comportamentos levados a cabo durante a sua vida. Embora
a sua etiologia ndo seja facilmente determinada, sabe-se que em 95% dos casos, a origem da
obesidade é exdgena, ou seja, é decorrente de fatores comportamentais, dietéticos e ambientais,
e, nos restantes 5%, a causa € enddgena, estando relacionada com fatores genéticos,
neuropsicologicos, endocrinos e metabdlicos!!. Independentemente da preponderancia de cada
um destes fatores causais, 0 aumento da adiposidade acaba por estar maioritariamente
relacionado com um desequilibrio prolongado ou permanente entre a ingestéo calorica e o gasto

energético de cada individuo. Deste modo, a prevencéo, ou até a primeira linha de tratamento
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da obesidade, na maioria dos casos, passa pela realizacdo de uma dieta saudavel, associada a
préatica de atividade fisica®?.

A obesidade pode ser classificada como obesidade do tipo periférico, quando o0 aumento
de tecido adiposo ocorre em regifes subcutaneas (maioritariamente nas ancas, gluteos e coxas)
ou obesidade do tipo central (visceral), quando a gordura é acumulada na cavidade intra-
abdominal, nos espacos entre os 6érgaos internos. De entre estas duas variantes, a obesidade
central é a que esta normalmente associada a piores prognésticos, em especial a um elevado
risco de desenvolvimento de resisténcia periférica a insulina e diabetes mellitus tipo 2, bem como
hipertens&o arterial e outras doencas cardiovasculares'®'415 e também podera estar na origem
de certos tipos de cancro®. Para além das complicages vasculares e da insulino-resisténcia
adquirida, individuos com excesso de peso tendem a apresentar-se dislipidémicos, isto &,
evidenciam altera¢8es nos niveis de lipidos e/ou lipoproteinas plasmaticos. Estas perturbacdes
incluem a reducéo do colesterol HDL e o incremento dos triglicerideos, colesterol LDL e VLDL, e
acidos gordos livres no plasma sanguineo®®’. Tendo-se verificado ainda que a perda de peso/
gordura corporal, nomeadamente da gordura visceral, permite melhorar a funcdo endotelial®.

Assim sendo, o tecido adiposo, significativamente aumentado e disfuncional em
individuos com excesso de peso, estara provavelmente envolvido em algumas das co-
morbilidades associadas a obesidade, potencialmente encontradas num quadro de sindrome

metabolical® e,

3.1. Tecido Adiposo

O tecido adiposo é bem vascularizado e inervado, heterogéneo, e composto
maioritariamente por adipécitos, mas também por outros tipos celulares como pré-adipdcitos,
fibroblastos, células do sistema microvascular e do sistema imunitario®,

Distinguem-se dois tipos de tecido adiposo, o castanho (BAT) e o branco (WAT), que
apresentam diferencas histoldgicas e funcionais. O primeiro é constituido por adipécitos
multiloculares, isto €, possuem mais do que um vacuolo (goticula) onde é armazenada gordura
sob a forma de triglicerideos, e séo também ricos em mitocondrias e em proteina desacopladora

1, sendo a sua principal funcdo a oxidagdo de gorduras, com libertacdo de calor®®. Esta
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capacidade de termogénese do BAT é bastante evidente em recém-nascidos, ja que em adultos
a quantidade deste tecido é mais reduzida?’.

No que respeita ao WAT, os seus adipécitos sao maiores e uniloculares, e desempenha
funcbes como o armazenamento de triglicerideos, o isolamento térmico e a prote¢éo dos 6rgaos
internos®®?, Sabe-se também que se trata de um tecido metabolicamente bastante ativo, onde
sdo produzidas e libertadas diversas moléculas que vao atuar como modeladores de funcdes
biolégicas, tanto a longa distancia, distribuindo-se sistemicamente, como a distancias mais
curtas, com ac&o autocrina ou paracrina®®.

Consegue ter-se uma melhor percecdo do papel do tecido adiposo na regulacédo e
manutengdo da homeostasia do organismo quando, num estado patolégico de inflamacéo
crénica de baixo grau, caracteristico da obesidade e diabetes??, este se torna disfuncional e
provoca indmeras alteracdes fisiologicas. O tecido expande, os adipdcitos sofrem hipertrofia, o
nimero de células imunitarias aumenta®, e ocorrem modificacdes no perfil secretor do tecido,
nomeadamente produzindo-se maiores quantidades de citocinas pré-inflamatérias, como o fator
de necrose tumoral a (TNF-a), a interleucina 6 (IL-6), a resistina, a proteina quimiotatica de
mondcitos (MCP-1) e o inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1)?224, Por sua vez, como ja
foi referido, também se verifica uma menor biodisponibilidade das adipocinas com acdes
benéficas®. A desregulagéo na producéo e secrecdo de adipocinas desencadeia um processo
inflamatério, que potencia o desenvolvimento de resisténcia a insulina (Figura 1), diabetes

mellitus tipo 2%°, e das complicacdes vasculares associadas a obesidade?.
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Figura 1 - Diagrama com o mecanismo do surgimento de resisténcia sistémica a insulina em individuos com obesidade,
por alteragéo da secrecédo de adipocinas (adaptado de Galic S. et al., 2010).

3.1.1. Adipocinas

S&o varias as substancias produzidas e libertadas pelo tecido adiposo, tanto pelos
adipécitos como pela fracdo ndo adipocitéaria, e que véo influenciar a homeostasia do organismo,
sendo coletivamente denominadas adipocinas?25-27,

As adipocinas s&o altamente diversificadas em termos de estrutura e funcao fisioldgica??.
Nelas incluem-se, para além das citocinas classicas, fatores de crescimento e outras proteinas
sistémicas complementares?.

Dentro das adipocinas algumas parecem desempenhar um papel protetor relativamente
ao organismo em geral e ao sistema vascular em particular, como é o caso da adiponectina,
CTPR9 e omentina-1.

A adiponectina também designada ACRP30 é uma hormona proteica de 30 KDa, que
pode ser libertada para a corrente sanguinea sob a forma de trimero, hexamero e oligémero de
alto peso molecular, e cada uma destas 3 formas é responsavel por diferentes acdes. Ao interagir
com 0s seus recetores, esta adipocina pode ativar cascatas moleculares que vao influenciar a
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regulacdo do metabolismo celular (internalizagdo de glicose, -oxidacdo de &cidos gordos e
biogénese mitocondrial)?®. Desempenha também acbes anti-inflamatdrias, anti-aterogénicas,
antioxidantes e estimula a sensibilizacdo celular face a insulina®®.

Porém, os niveis circulantes desta hormona sdo inversamente proporcionais a
guantidade de massa gorda corporal, encontrando-se diminuidos em individuos com excesso de
peso e também em diabéticos?>%°, Foi anteriormente descrito que a administracdo de
adiponectina exdgena tem efeitos protetores relativamente a células da vasculatura, sendo esta
uma proteina capaz de reduzir biomarcadores sistémicos de inflamagdo. Adicionalmente,
evidenciou-se um aumento da biodisponibilidade da substancia vasodilatadora monoxido de
azoto (NO), através da fosforilagdo (ativagcao) da enzima endotelial que produz este importante
vasodilatador (eNOS)?°.

A CTRP9 é uma de varias proteinas pertencentes a familia de CTRPs (C1g/TNF-related
proteins) e, de entre todas, € a que exerce fungdes mais similares as da adiponectina, chegando
inclusivamente a partilhar o mesmo recetor (AdipoR1), localizado em cardiomidcitos e em células
do endotélio vascular, onde promove protecdo cardiovascular?®®. Tal como a adiponectina, a
CTRP9 encontra-se diminuida na corrente sanguinea de obesos, € uma reducdo da mesma
correlaciona-se com o estado de insulino-resisténcia®®.

A omentina-1, também denominada intelectina-1, desempenha inimeras ac¢bes de
protecdo cardiovascular (Figura 2), tendo sido demonstrado que promove a vasodilatacdo e
suprime respostas inflamatérias em células endoteliais, bem como a sobrevivéncia e a
diferenciacdo destas células. Esta adipocina melhora a funcdo endotelial através da fosforilagdo
da eNOS?53L,

Geralmente é detetada em concentragdes de 100-800 ng-mL™* em amostras de sangue
humano e, tal como as adipocinas acima descritas, a omentina-1 também apresenta 0s seus
niveis sistémicos reduzidos em individuos com obesidade, intolerancia a glicose e diabetes tipo
2%2, tendo sido verificada, in vitro, a sua ac&o na estimulacdo do uptake de glicose em resposta

a insulina3334,
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Figura 2 - Fung6es da omentina-1 no endotélio e musculatura lisa (adaptado de Ohashi, K. et al., 2014).

3.1.2. Tecido adiposo perivascular

Para além do tecido adiposo subcutaneo e do tecido adiposo visceral, existe também o
tecido adiposo perivascular (PVAT), isto é, o tecido adiposo que rodeia 0s vasos sanguineos.
Anatomicamente, o PVAT ¢ contiguo a adventicia da parede do vaso® e, dependendo da
localizacao e do calibre do vaso, pode ser muito abundante, como no caso da artéria aorta, ou
praticamente inexistente, como na vasculatura cerebral e nos capilares sanguineos?%. E
também um tecido com elevada plasticidade e variabilidade fenotipica, sendo amplamente
influenciado pela sualocalizagcao anatdmica e vascular, apresentando variacfes entre adipdcitos
brancos, castanhos, e até os intermédios (beges)3’, como acontece ao longo da artéria aorta,
onde, na porgéo toracica, as células que constituem o PVAT séo idénticas as células de tecido
adiposo castanho, porém, na aorta abdominal, este tecido é constituido por células cujas
caracteristicas se aproximam de adipécitos brancos, como os que constituem os grandes
depdsitos de gordura visceral. Destes, tanto o WAT como o PVAT de aorta abdominal
apresentam uma maior expressdo de genes inflamatérios e de marcadores de infiltragdo por
células do sistema imunitario, comparativamente ao BAT e ao PVAT toracico, respetivamente®®,

Devido & sua localizacdo privilegiada, no sentido em que se encontra em estreita
associacdo com os vasos sanguineos, o PVAT influencia localmente as funcdes vasculares, de

fora para dentro dos vasos sanguineos, através dos efeitos vasécrinos das varias adipocinas que

8
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segrega para 0 meio extracelular, tendo acéo, inclusive, na camada mais interna da parede
vascular, o endotélio3%4°,

Muitas das acdes do PVAT nos vasos sanguineos estéo ainda por clarificar, no entanto,
o facto de, num mesmo vaso sanguineo, como é o caso da artéria aorta, existir maior propenséo
para o desenvolvimento de aterosclerose na regido abdominal do que na porc¢éo torécica, e dado
que esta artéria ndo apresenta diferencas quanto a sua constituicdo e, sendo as forcas de
cisalhamento e de hemodindmica a partida similares, surge a hip6tese de ser o PVAT a
proporcionar esta distinta vulnerabilidade®.

O PVAT liberta moléculas que estimulam, por exemplo, as células endoteliais a sintetizar
NO, desencadeando uma acao anti-contratil na vasculatura, uma vez que o NO é o principal
vasodilatador que, apos ser produzido pelo endotélio, difunde até as células da musculatura
vascular lisa (VSCM) provocando o seu relaxamento®. Porém, este tecido também é
responsavel pela libertacdo de substancias vasoconstritoras, ou seja, fatores que vao inibir a
produc&o e/ou diminuir a biodisponibilidade de NO4%42,

Por outro lado, os adipdcitos perivasculares sdo conhecidos secretores de moléculas
anti-inflamatérias como a adiponectina e a omentina-1, tendo-se provado que, em obesos e
diabéticos, quando o PVAT esta modificado apresenta um caracter muito mais pro-inflamatorio
e pro-aterogénico?®42, com reducdo dos niveis destas duas adipocinas benéficas®>4°. Estudos
efetuados em roedores demonstraram haver um aumento de doenca vascular em animais
sujeitos a remocao do PVAT, sugerindo que este tecido é efetivamente essencial para a
manutencio da homeostase vascular®!.

Sabe-se que os adipécitos do PVAT se encontram num estado de menor diferenciagao
guando comparados com os adipocitos de depositos viscerais e subcutaneos, e poderdo
apresentar um perfil secretor enriquecido em citocinas pré-inflamatorias (interleucinas 6 e 8, e
MCP-1), contrariamente & secre¢édo de adiponectina*®, o que contribui para a promoc&o de uma
resposta inflamatéria deste mesmo tecido que é observada em vasos sanguineos
ateroscleroticos®638, A inflamag&o que ocorre neste tecido pode ser modulada por vérios fatores
ambientais/comportamentais, como uma alimentac¢éo rica em gorduras ou o fumo do tabaco, que

s&o relevantes em processos aterosclerdticos*.



I. Introducéo

Em determinadas condi¢des, como na obesidade, ocorrem modificagbes estruturais e

funcionais no PVAT (Tabela 2), que se admite poderem estar relacionadas com a disfungéo

endotelial e dano vascular (Figura 3)*. Estando ja descrito, tanto em modelos animais como em

pacientes obesos, a existéncia de alteracdes na quantidade e padrdo de expressdo das

adipocinas, havendo um desequilibrio a favor das substancias com ac¢des vasoconstritoras e pro-

inflamatérias3®42.

Todos estes dados sugerem que o fenoétipo inflamatério do PVAT é diversificado e

depende da espécie em questao, da regido anatomica e de fatores exdgenos, e essas diferencas

sdo fundamentais para a determinacdo de uma acao protetora ou prejudicial do PVAT na fungéo

vascular4043,

Tabela 2 - Mecanismos de disfungédo do PVAT (adaptado de Fernandez-Alfonso, M.S. et al., 2013).

Hipertrofia dos adipécitos e aumento da

quantidade de PVAT

Perda de propriedade anti-contratil

Hipoxia

Reducéo da eNOS e de NO

Envelhecimento

Aumento do stress oxidativo

Desequilibrio entre:
Leptina / Adiponectina

Desenvolvimento e resposta
inflamatoria

Obesidade, Resisténcia a insulina, Envelhecimento

Adipocinas

Desequilibrio

Figura 3 - Influéncia do PVAT na funcéo vascular (adaptado de Miao C. et al., 2012).
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4. Doenca Vascular

Uma atividade vascular normal é essencial para o bom funcionamento de todo o
organismo. Quando isso ndo acontece, isto €, em caso de doenca vascular, geralmente na sua
génese ocorre uma perda funcéo da camada de células endoteliais*®, que esta dependente de
um balanco entre substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras derivadas do endotélio
vascular. Desta forma, pode assumir-se a disfungdo do endotélio como um estagio inicial do
processo aterosclerético®®.

Tendo em conta a elevada incidéncia de morbidade e mortalidade por doencas
cardiovasculares (DCV), uma maior atencéo tem sido dada ao sistema vascular no sentido de
compreender 0s mecanismos que podem contribuir para a associacdo das DCV a fatores como

0 stress, e a patologias como a diabetes e a obesidade?.

4.1. Endotélio

O endotélio é a camada mais interna da parede dos diversos tipos de vasos sanguineos,
e a Unica que é comum a todos eles.

E constituido por apenas uma camada de células que delimita o limen dos vasos, sendo
a primeira barreira seletiva entre o sangue e os restantes tecidos. Desempenha fun¢Bes de
extrema importancia, tais como: o controlo da fluidez do sangue, a agregacdo plaquetaria, o
tonus vascular, e processos angiogénicos e inflamatdrios*’.

Como consequéncia da regulacdo do ténus vascular, também o fluxo sanguineo é
controlado pelas células endoteliais que produzem e libertam fatores vasoativos que promovem
o relaxamento, assim como a contracdo das células musculares lisas existentes nas paredes das

artérias, levando, quer a vasodilatacéo, quer a vasoconstricdo, respetivamente’48,

O NO ¢, como referido anteriormente, o principal fator vasodilatador produzido pelo
endotélio vascular, a partir da a¢do da enzima sintase de monéxido de azoto (eNOS) ai presente,
durante a oxidagdo de L-arginina a L-citrulina®. O NO desempenha agdes anti-aterogénicas

(Figura 4) na parede arterial, incluindo efeitos antioxidantes por eliminagéo direta de superéxido,
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a limitacdo das interacBes entre leucécitos e o endotélio, e diminuicAo da agregacéo

plaquetaria“®.
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Figura 4 - Propriedades vaso-protetoras do monéxido de azoto.

Para além do NO, o endotélio produz outras substéncias vasodilatadoras, como a
prostaciclina 2 (PGl2) e o fator hiperpolarizante dependente do endotélio (EDHF), e também
substancias com acdo constritora, como a endotelina-1 (ET-1), a angiotensina-Il e espécies
reativas de oxigénio (ROS). Produz ainda moléculas com acéo pro-trombdética, como o fator de
Willebrand e o PAI-1, tendo o NO e a PGIl> também efeitos anti-trombdticos. Em condic¢des
fisiolégicas, existe um equilibrio entre as diversas substancias de modo a garantir a homeostase

vascular®?,

4.1.1. Disfuncéo endotelial

A principal caracteristica da disfungdo endotelial € o comprometimento da vasodilatagéo
dependente do endotélio, sendo também possivel identificar mudancas nesta camada celular
para um fenétipo pro-inflamatério e pro-trombético®. Além da reducéo de fatores vasodilatadores

derivados desta camada celular, ocorre 0 aumento de vasoconstritores, a sobreproducéo de
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espécies reativas de oxigénio ou de nitrogénio e a ativacdo de respostas inflamatorias, sdo
alguns mecanismos que podem contribuir para a perda de funcdo da camada endotelial®.
Esta ocorre, na maioria das vezes, associada a determinadas condi¢des de risco como

a diabetes mellitus tipo 2, hipertens&o, dislipidemia, tabagismo, envelhecimento e obesidade*®.

4.1.1.1. Mecanismos de disfuncao endotelial

A hiperglicemia e a resisténcia a insulina verificadas em individuos diabéticos sdo dois
dos mecanismos que explicam a ocorréncia de complicagdes vasculares decorrentes da diabetes
e também da obesidade.

A persistente elevada concentracdo de glicose no sangue é uma carateristica da
diabetes e um dos principais fatores que contribui para as complicacdes vasculares a ela
associadas.

Este estado de hiperglicemia crénica afeta particularmente as células endoteliais uma
vez que, ao contrario de outros tipos celulares, estas ndo tém capacidade de controlar a
permeabilidade a glicose®. Assim, o aumento da glicose intracelular promove reacdes de
glicacao, isto €, reacdes ndo enzimaticas, inespecificas e permanentes de interacdo entre
intermediarios glicoliticos e macromoléculas biolégicas (ex. proteinas), levando a perda de
funcé@o destas mesmas biomoléculas, que passam a ser designadas como produtos finais de
glicacdo avangada (AGESs). Certas proteinas modificadas reduzem a expressédo da eNOS através
da degradacdo do mRNA e inibem a atividade dessa mesma enzima, impedindo a sua
fosforilacdo e levando a uma reducdo da biodisponibilidade do NO. Adicionalmente, os AGEs
aumentam a expresséao da enzima sintase de mondéxido de azoto indutivel (iNOS) e do complexo
enzimético nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidase, aumentando a producgdo de
agentes oxidantes como peroxinitrito (ONOQO") sintetizado a partir da reagdo do NO com o anido
superoxido, promovendo stress oxidativo, reduzindo a biodisponibilidade do gas vasodilatador,
levando a ativacgio de vias inflamatérias, e consequentemente a disfuncéo celular®®52,

Outro mecanismo de perda de fungcédo endotelial associado a sindrome metabdlica €&,
como referido anteriormente, a resisténcia a insulina. Esta condicdo pode surgir, devido a uma

ingestdo caldrica excessiva, quando a quantidade de tecido adiposo aumenta e se torna
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disfuncional, resultando num aumento da lipélise e, consequentemente, as concentraces de
acidos gordos livres (FFA) ndo esterificados, em circulacdo, elevam-se. Os FFA, ao serem
metabolizados, vdo gerar grandes quantidades dos seus derivados, acetil-CoA, ceramida e
diacilglicerol (DAG), e véo ativar vias de stress dependentes de cinases (PKC, JNK, IKKB)%3.
Estas, por sua vez, vao interferir na via de sinalizacdo da insulina (Figura 5), mediada pela

enzima fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), e promover a expressdo de genes proé-
inflamatorios®54%°, A afetacfio desta via molecular e o comprometimento da acdo da hormona
insulina, resultam ainda numa diminuicdo da estimulacdo da enzima eNOS e, portanto, no

decréscimo da biodisponibilidade de NO, conduzindo a disfuncéo do endotélio®3¢.

Insulina

de glicose

Sintese de
glicogénio

4 Expressao genes
de inflamagdo

Figura 5 - Resisténcia a insulina induzida pela disfuncéo do tecido adiposo, a partir da acumulagéo de acidos gordos
livres (FFA), levando a ativacédo de proteinas cinases (PKC, JNK e IKKB) que bloqueiam o recetor e restante via de
sinalizagé@o da hormona (adaptado de Kalupahana, N. S. et al., 2012).
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Il. Objetivos

Este trabalho teve como principal objetivo investigar a influéncia do tecido adiposo
perivascular na funcdo endotelial, num modelo animal diabético, o rato Goto-Kakizaki, e estudar
0 impacto de uma adipocina, a omentina-1, neste mesmo contexto.

E expectavel que a administracdo de omentina-1 melhore a fungdo endotelial,
promovendo a reversao do fendtipo para condi¢gfes proximas do estado saudavel. E assim, esta
adipocina possa vir a ser utilizada como agente terapéutico com vista & melhoria da funcao

vascular.
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1. Reagentes e produtos

[ll. Materiais e Métodos

Tabela 3 — Reagentes e outros produtos utilizados durante o trabalho.

Acetilcolina (ACh)

Sigma Aldrich, EUA

Bicarbonato de Sédio (NaHCOs3)

Merck Darmstadt, Alemanha

Cloreto de Calcio (CaCl>)

Merck Darmstadt, Alemanha

Cloreto de Potéssio (KCl)

Merck Darmstadt, Alemanha

Cloreto de Sédio (NacCl)

Merck Darmstadt, Alemanha

Cloridrato de cetamina

Hikma Farmacéutica, Portugal

Cloropromazina

Lab. Vitoria, Portugal

Dieta AO3

Safe, Franca

Dieta A03 + 20% manteiga de cacau + 1,25% colesterol

Safe, Franca

Endotelina-1 (ET-1)

Sigma Aldrich, EUA

Fenilefrina (Phe)

Sigma Aldrich, EUA

Fosfato monopotassico (KH2PO4)

Merck Darmstadt, Alemanha

Glicose (CsH120s)

Sigma Aldrich, EUA

Glucose 30%

Braun, Alemanha

Indometacina (C1o0H16CINO4)

Sigma Aldrich, EUA

Insulina

Lilly, EUA

Nw-Nitro-L-arginina metil ester (L-NAME)

Sigma Aldrich, EUA

O.C.T. Tissue-Tek®

Sakura, Japéo

Omentina recombinante

Biovendor, Republica Checa

Soro Fisioldgico (NaCl)

Braun, Alemanha

Sulfato de magnésio (MgSOa)

Sigma Aldrich, EUA
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2. Materiais

Tabela 4 - Materiais necessarios para a realizagao do trabalho.

Centrifuga Sigma, Alemanha
Glicometro e tiras-teste de glicemia Contour Next® Bayer, Alemanha
Kit ELISA Frutosamina CusABio Biotech, China

Leitor de lipidos e tiras-teste de triglicerideos e colesterol Accutrend®  Roche, Suica

Leitor ELISA BioTek, Inglaterra

Miégrafo AD Instruments, Australia
Software GraphPad Prism 6.0 GraphPad Software, EUA
Software LabChart Pro AD Instruments, Austrélia
Tubos colheita de sangue Vaccuette® Greiner Bio-One, Austria

3. Modelos animais

Para este trabalho foram utilizados, como modelos animais, ratos normais Wistar (W) e
ratos com diabetes tipo 2 ndo obesa, os ratos Goto-Kakizaki (GK), alojados em grupos de 2 ou
3 animais por gaiola. Ambas as estirpes foram obtidas de colonias pertencentes a Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra e mantiveram-se num ambiente ventilado, com ciclos de
12 horas de luz e 12 horas de escuriddo com temperatura (21-25°C) e humidade (50-60%)
controlada.

Os animais foram distribuidos pelos seguintes grupos (Figura 6): W - animais saudaveis
alimentados com racdo padrao; GK - animais diabéticos também alimentados com racao padrao,
GKO - animais diabéticos alimentados com a mesma rac¢do e sujeitos a administracdes
periddicas de omentina recombinante; GKHFD - animais diabéticos alimentados com racdo
enriguecida em gorduras; GKHFDO - animais diabéticos alimentados com ragao enriquecida em
gorduras e sujeitos a administracées de omentina.

Todos os animais tiveram livre acesso a 4gua e a racado padrao (dieta padrdo A03; Tabela
5) até que completaram os 3 meses de idade. A partir dessa altura os grupos HFD comegaram

a ser alimentados com racéo rica em gorduras (20% manteiga de cacau + 1,25% colesterol) até
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a data do seu sacrificio, aos 8 meses de idade. E ainda importante referir que, apesar de 0s

dados nédo serem apresentados, durante este trabalho, a ingestdo da racéo foi controlada, tendo

sido verificado que os animais sujeitos a dieta gorda ingeriam quantidades equivalentes aos GK

alimentados com a dieta padrao (em termos médios eram consumidas, diariamente, cerca de 90

gramas de racéo por cada quilograma de animal).

Os animais dos grupos O foram tratados recorrendo a injecdes de omentina

recombinante (18 ug-Kg*-dia), por via intraperitoneal, durante um més, antes do sacrificio.

E necessario ressalvar que todos os procedimentos nos animais estiveram de acordo

com a Lei Portuguesa na experimenta¢do de animais de laboratério, tal como adotados pela

diretiva 2010/63/UE para a realizacao de experiéncias com animais.

Tabela 5 - Composicdo das dietas utilizadas no trabalho (SAFE, Franga).

Dieta padrao Dieta gorda
Quantidade (%) Kcal (%) Quantidade (%) Kcal (%)
Proteinas 21,4 25,2 12,3 11
Lipidos 5,1 13,5 23,1 46,4
Hidratos de 52 61,5 478 42,6
carbono
Kcal/Kg 2830 4482
|
W 1
|
|
GK )
|
|
1 1
GKO | 1
! 1
| |
GKHFD 1 I
) |
| | 1
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o £0 80
~ 0 cCo = 9
89 o) £ 2
T E eE gE
am o~ N ®

Figura 6 - Representagdo esquematica dos grupos de animais e cronologia dos respetivos tratamentos.
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4. Monitorizagdo dos animais e analises in vivo

Antes de iniciarem a dieta rica em gorduras e antes do tratamento com a omentina, 0s
animais foram pesados, determinaram-se o0s niveis sistémicos de colesterol total, de
triglicerideos e a glicemia em jejum, com recurso a analisadores automaticos e respetivas tiras-
teste. Os mesmos também foram sujeitos a provas de tolerancia a glicose, de acordo com o
protocolo enunciado abaixo. Durante os meses de administracéo da dieta gorda, a quantidade
de racdo consumida pelos animais, e o peso corporal dos mesmos, foram periodicamente
contabilizados.

No final do tratamento, cerca de uma semana antes do sacrificio, foram repetidas as
provas de tolerancia a glicose e efetuaram-se também provas de tolerancia a insulina tal como

descritas seguidamente.

Prova de tolerancia a glicose

Apéds um jejum de aproximadamente 14h, aferiu-se o peso e a glicemia de cada animal.
Em seguida, foi-lhes administrada glicose (1,75 g-kg™) por via intraperitoneal, e determinou-se
novamente a glicemia, aos 60 e aos 120 minutos apoés a injecdo de glicose, a partir do sangue

da veia da cauda e com recurso a um glicometro e tiras-teste compativeis.

Prova de tolerancia a insulina

Pesaram-se os animais e mediu-se a glicemia depois se um jejum de 6h. De seguida foi-
Ihes administrada insulina (0,25 U-Kg™?) por via intraperitoneal, medindo-se novamente a glicemia

a partir do sangue da veia da cauda, aos 15, 30, 45, 60 e 120 minutos apés a injecéo de insulina.

5. Sacrificio e processamento de amostras

Antes do sacrificio determinou-se o peso e a glicemia em jejum, assim como o colesterol
total e os triglicerideos sistémicos.

Posteriormente os animais foram anestesiados com uma inje¢do intramuscular de
cloridrato de cetamina (75 mg-Kg) e cloropromazina (2,65 mg-Kg?). Realizou-se a técnica de

puncao cardiaca para a colheita de sangue, para tubos especificos e posterior processamento.
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De seguida efetuou-se a eutanasia pelo método de deslocamento cervical e recolheram-se

orgaos/tecidos de interesse, neste caso, a artéria aorta com o tecido conjuntivo adjacente.

Processamento de sangues

Os sangues foram centrifugados a 3500 g, 4°C, durante 15 minutos e o soro e 0 plasma

separadamente aliquotados e armazenados a -80°C.

Processamento de aortas

A artéria aorta foi isolada e dissecada de forma a se obterem dois anéis de
aproximadamente 4 milimetros de comprimento, tendo-se mantido num deles o respetivo tecido
adiposo perivascular, e tendo-se removido, ao outro segmento, todo e qualquer tecido conjuntivo

adjacente.

6. Estudos Funcionais

Os dois segmentos, um com PVAT e outro sem, foram montados, individualmente, em
camaras do sistema de banho de 6rgaos (Figura 7) com capacidade para 5 mL de solucéo de
banho, oxigenada com uma mistura de gases contendo 95% de O e 5% de CO2, e atemperatura

ajustada para os 37°C.

Estes anéis de aorta encontravam-se ligados a um transdutor de forca (PowerLab) e
foram distendidos a uma tenséo de repouso de aproximadamente 1 g, estabelecida previamente

como a tensao ideal.

Foram, inicialmente, mantidos durante 45 minutos, em 5 mL de solucao fisiolégica de
Krebs-Henseleit (pH 7,4), com a seguinte composi¢do: 118,6 mM NacCl, 25,0 mM NaHCOs, 11,0

mM CsH120s, 4,7mM KCI, 1,6 mM CaClz, 1,18 mM MgSOa4, 1,18 mM KH2POa.
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Figura 7 - Representacdo esquemética da montagem dos anéis de artéria ou de artéria com tecido perivascular nas
camaras do midgrafo (adaptado de Lee, Michelle Hui-Hsin et al., 2014).

ApOs o equilibrio, as artérias foram contraidas com uma solucéo de fenilefrina (Phe, 3
pUM) durante 10 minutos, seguida de avaliagdo do relaxamento através de adi¢Bes cumulativas
de acetilcolina (ACh, 10°M a 102 M) em intervalos de 4 minutos (Tabela 6), de forma a avaliar

a vasodilatacdo dependente do endotélio.

No final da dose-resposta a ACh, esperou-se que as artérias voltassem aos valores de
tensd@o de repouso e incubaram-se as artérias, durante 15 minutos, numa solucdo de Krebs-

Henseleit com Nw-Nitro-L-arginina metil ester (L-NAME, 300 pM), um inibidor da eNOS.

De seguida, trocou-se a solu¢do por uma com a mesma composi¢cao, mas com Phe (3

pUM), provocando a contragdo das artérias e repetiu-se a dose-resposta a ACh.

Realizou-se novamente uma incubacao de 15 minutos numa solugéo de Krebs-Henseleit
com L-NAME (300 uM) e indometacina (108 M), assim, para além de se bloquear a sintese de
NO, inibiu-se também a enzima cicloxigenase (COX), responsavel pela producédo da PGl2. No
final dos 15 minutos, tornou a incubar-se com a mesma solucao, a qual se adicionou Phe (3 pM),

e efetuou-se nova dose-resposta a ACh.
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Tabela 6 - Sequéncia de adi¢Ges de acetilcolina (ACh), e concentragdo desta mesma substancia na camara, durante um
ensaio de dose-resposta.

Adicao Concentracédo
ACh 1 10°M
ACh 2 108M
ACh 3 107 M
ACh 4 10°M
ACh 5 10°M
ACh 6 104 M
ACh 7 10°M

No fim deste Ultimo ensaio de resposta a diferentes concentragées de ACh, e apds o
retorno ao basal, realizou-se o estudo de contracdo com adi¢bes cumulativas de endotelina-1

(0,025 uM a 0,25 uM), em intervalos de 10 minutos (Tabela 7).

Tabela 7 - Sequéncia de adigbes de endotelina-1 (ET-1), e concentragdo desta mesma substancia na camara, durante
um ensaio de dose-resposta.

Adicéao Concentracéao
ET1 0,025 pM
ET2 0,05 uM
ET 3 0,1 uM
ET 4 0,25 pM

Apéds os 10 minutos de resposta a ultima adicdo de endotelina, trocou-se por uma nova
solucdo Krebs-Henseleit, até que as artérias estabilizassem num valor da tensédo minima, o mais

proximo possivel da sua tenséo de repouso.

Desta feita, contrairam-se as artérias com solucédo de fenilefrina (3 uM) durante 10
minutos e, de seguida, avaliou-se a resposta de relaxamento induzido pelo dador de NO,
nitroprussiato de sédio (SNP, de 0,001 uMa 100 pM), com adi¢bes cumulativas em intervalos de

3 minutos (Tabela 8).
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Tabela 8 - Sequéncia de adi¢des de nitroprussiato de sédio (SNP), e concentracdo desta mesma substancia na camara,
durante um ensaio de dose-resposta.

Adicao Concentracao
SNP 1 0,001 uM
SNP 2 0,003 pM
SNP 3 0,01 M
SNP 4 0,003 pM
SNP 5 0,1 uM
SNP 6 1M
SNP 7 10 uM
SNP 8 100 uM

7. Determinacéo de frutosamina

Os niveis plasméticos de frutosamina (albumina glicada) foram determinados para umn
de 5-7 animais de cada um dos grupos em estudo, por meio de um kit de ELISA (CusABio

Biotech), seguindo as instru¢des do fornecedor.

8. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa Graph Pad Prism (versao 6). As
comparacBes entre grupos foram realizadas com recurso a Teste-T (entre 2 grupos apenas),
ANOVA de 1 via (mais do que dois grupos), enquanto que diferengas entre grupos, a diversos
tempos/medicdes foram avaliadas através da ANOVA de 2 vias. Todos os resultados estédo
apresentados com média + e.p.m. (erro padrdo da média). Os dados sado considerados

estatisticamente significativos quando p<0,05.
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1. Peso corporal e indice de obesidade

Neste trabalho, como referido no capitulo anterior, foram utilizados ratos com diabetes
tipo 2 ndo obesa (Goto-Kakizaki) mantidos com dieta padrdo (GK) ou dieta enriquecida em
gordura (GKHFD) e comparados com ratos Wistar (W) ndo diabéticos; e ratos diabéticos que
foram tratados com uma adipocina, a omentina. Deste modo, torna-se pertinente monitorizar o
peso corporal e o perfil lipidico dos ratos de maneira a determinarem-se os efeitos da dieta e da

omentina nestes parémetros .

Relativamente ao peso corporal, verificamos que os ratos W apresentaram, no final do
estudo, um peso corporal significativamente mais elevado do que os grupos de ratos GK
(p<0,001; Tabela 9), tal como ja foi descrito anteriormente e é caracteristico desta estirpe. Os
diferentes grupos de ratos diabéticos ndo apresentaram nenhuma diferenca de peso corporal no

final do estudo.

Tabela 9 — Peso corporal, em gramas, no final do estudo, dos grupos de animais: W (Wistar), GK (GK controlo), GKO
(GK tratados com omentina), GKHFD (GK alimentados com dieta enriquecida em gorduras) e GKHFDO (GK alimentados
com dieta enriquecida em gorduras e tratados com omentina). Os valores estdo apresentados sob a forma de média +
e.p.m., n=7-14 por grupo.

***1<0,001 comparag&o com o grupo W

*hKk *hKk *hKk Fkk

478,14+2459 n=7  38307+4,38 N=13  37714:533 n=11 39328+811 N=14 38697+578 n=11

Calculou-se ainda um indice de obesidade, que correlaciona o comprimento naso-anal,

em centimetros, com peso, em gramas, de cada animal, antes e apds o tratamento com a

Comprimento®33

Peso

adipocina, da seguinte forma: indice de Lee = ( ).1000 .

Antes das administragdes de omentina, denota-se o efeito da dieta rica em gordura no
grupo GKHFDO, com estes animais de 7 meses a apresentarem valores do indice superiores

aos controlos da mesma idade (p<0,05), e aos W de 8 meses (p<0,001; Tabela 10).
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No final do tratamento, houve uma diminuicdo do indice de Lee nos dois grupos de
animais, revelando um efeito da adipocina neste parametro. Aos 8 meses verificou-se uma
normalizagdo do grupo GKHFDO relativamente aos controlos W e ao grupo GKO, existindo a

dissipacéo das diferencas verificadas antes da administracéo de omentina.

Tabela 10 - indice de Lee antes do tratamento com omentina (aos 7 meses) e no final do estudo (aos 8 meses), dos
grupos de animais: W (Wistar), GKO (GK tratados com omentina) e GKHFDO (GK alimentados com dieta rica em
gorduras e tratados com omentina). Os valores estdo apresentados sob a forma de média + e.p.m. n=11 por grupo.

***1<0,001 comparagdo com o grupo W no final do estudo
p<0,05; p<0,001 comparacao com o grupo GKO antes do tratamento com omentina

p<0,001 comparagédo com o grupo GKHFDO antes do tratamento com omentina

&'&'& d'd'P’ *kx &' &'&& PP
30379£6,50 n=7 315394356 n=11 20634:203 N=11 32857+325 n=11 294,90+233 n=11

2. Perfil lipidico

Relativamente aos niveis de lipidos plasmaticos (Tabela 11), de acordo com o previsto,
observaram-se diferengas entre as duas estirpes, Wistar e Goto-Kakizaki. Quer o colesterol total,
quer os triglicerideos circulantes estdo significativamente mais elevados nos ratos GK
relativamente ao grupo W.

Observou-se também que a dieta gorda promoveu um aumento dos niveis sistémicos de
triglicerideos e de colesterol total, sendo estes parametros claramente superiores no grupo
GKHFD relativamente ao grupo GK.

A adipocina, reduziu a concentracao sistémica dos triglicerideos. De notar que, no
colesterol total, todos os grupos de animais diabéticos apresentam os valores aumentados
relativamente ao controlo W (p<0,001).

Foi ainda possivel verificar que os individuos pertencentes ao grupo GKHFD
demonstraram ter este valor mais elevado e significativamente diferente do grupo GK controlo,
revelando alguma influéncia da dieta gorda, sendo que este efeito aparenta ter sido ligeiramente

atenuado pela administracdo de omentina nos animais alimentados com esta mesma racao.
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Tabela 11 - Niveis circulantes de colesterol total (mg-dL™) e de triglicerideos (mg-dL™) no final do estudo, dos grupos de
animais: W (Wistar), GK (GK controlo), GKO (GK tratados com omentina), GKHFD (GK alimentados com dieta
enriguecida em gorduras) e GKHFDO (GK alimentados com dieta enriquecida em gorduras e tratados com omentina).
Os valores estéo apresentados sob a forma de média + e.p.m., n=8-19 por grupo.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparagio com o grupo W
$p<0,05; $$p<0,01 comparagdo com o grupo GK

&&p<0,01; &&&p<0,001 comparagéo com o grupo GKO

* *x%x $P &&& ** &&
84,89+26,79 n=19 143141442 N=14 12246:7,00 n=11 17767+932 N=12 162751784 Nn=8

*kk *kk *%x § *kk

80.89+1141 n=19 157731125 N=15 15800205 N=11 168,71+451 N=14 161,13+194 n=8

3. Perfil glicémico

Quando se trabalha com animais diabéticos e se pretende estudar um potencial efeito
de terapias, é fulcral analisar-se o perfil glicémico destes animais, avaliando-se a glicemia em
jejum e, neste caso, também a frutosamina (FRA, albumina glicada), um indicador de pefrfil

glicémico dos animais nas Ultimas 2 a 3 semanas.

3.1. Glicemia

Os valores de glicemia apdés um jejum de 15 horas demonstram inequivocamente
diferencas entre W e GK (Figura 8), desde os 3 meses de idade (p<0,001), assim como um
agravamento e destes valores entre os GK controlo e GKHFD e o grupo W, ao fim dos 8 meses

de diabetes (p<0,001).

Neste parametro, se por um lado parece ndo existir influéncia da dieta gorda, por outro,
é possivel encontrar uma tendéncia para que os valores de glicemia em jejum sejam reduzidos,
apos o tratamento com omentina, de tal forma que o grupo GKHFDO nao apresenta diferencas

significativas para o grupo W com a mesma idade.
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Figura 8 - Valores de glicemia registados apés aprox. 15
horas de jejum (mg-dL?) no inicio (lado esq.) e no final
(lado dir.) dos tratamentos. Os grupos indicados sdo: W
(Wistar), GK (GK controlo), GKO (GK alimentados com
dieta padréo e tratados com omentina), GKHFD (GK
alimentados com dieta enriquecida em gorduras) e
GKHFDO (GK alimentados com dieta enriquecida em
gorduras e tratados com omentina). Os resultados estéo
apresentados sob a forma de média + e.p.m., n=7-24 por

grupo.

L
* * * n<0,001 comparacio com o grupo W inicial, com 3

meses de idade

*p<0,05; ***p<0,001 comparagdo com o grupo W final,
com 8 meses de idade

& & p<0,01; & & & p<0,001 comparagdo com o grupo GK
inicial, com 3 meses de idade

Verificou-se que todos os grupos de animais GK tém niveis plasmaticos de frutosamina

superiores aos W (p<0,01 a p<0,001; Figura 9). Em termos estatisticos, também os valores do

grupo GKHFDO sao mais elevados relativamente aos do GK controlo (p<0,05), evidenciando a

possibilidade de serem os efeitos cumulativos da dieta gorda com a omentina que estdo a

provocar este aumento visto que, cada um destes fatores por si sé, revela um incremento dos

niveis de FRA, apesar destes ndo apresentarem diferencas estatisticamente significativas.

800 -

600+ e

400+

FRA (nmol-mL")

200

ok

Figura 9 — Niveis plasmaticos de frutosamina (FRA), em
nmol-mL?, determinados no final do estudo, aos seguintes
grupos: W (Wistar), GK (GK controlo), GKO (GK tratados com
omentina), GKHFD (GK alimentados com dieta enriquecida em
gorduras) e GKHFDO (GK alimentados com dieta enriquecida
em gorduras e tratados com omentina). Os resultados estéo
apresentados sob a forma de média + e.p.m., n=4-8 por grupo.

**p<0,01; ***p<0,001 comparagdo com o grupo W

$p<0,05 comparacdo com o grupo GK

w
[ GK
[ GKO
3 GKHFD
1 GKHFDO
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4. Metabolismo da glicose

Como ja foi referido, a resisténcia a insulina é a principal caracteristica da diabetes tipo
2. Assim, tendo em conta os animais utilizados para o estudo, e que um dos objetivos do trabalho
€ a avaliagdo do impacto da administracdo de omentina e da dieta gorda nestes animais,

realizou-se a prova de tolerancia intraperitoneal a glicose (PTG) e a insulina (PTI).

4.1. Provade tolerancia a glicose

Como era esperado, desde o inicio do estudo, e antes de aplicar qualquer tratamento,
foi possivel observar claramente as desigualdades na tolerancia a glicose entre as duas estirpes
(Figura 10), com uma area abaixo da curva (AUC) superior a ser verificada no grupo GK, o que

€ indicador de menor tolerancia (p<0,001).
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Figura 10 - Prova de tolerancia intraperitoneal a glicose realizada antes de iniciar os tratamentos dos animais (3 meses
de idade). Na figura estdo representadas a variagdo dos niveis de glicemia (mg-dL?) ao longo da prova com duragdo
maxima de 120 minutos e a respetiva area abaixo da curva (AUC) dos seguintes grupos de animais: W (Wistar), GK (GK
controlo). Os resultados estao apresentados sob a forma de média + e.p.m., n=3-11 por grupo.

***1<0,001 comparagdo com o grupo W

No final dos 8 meses (Figura 11), as diferencgas entre W e GK mantiveram-se (p<0,001),
e ndo se verificam diferencas estatisticamente significativas entre os varios grupos de animais

diabéticos, a excegdo de, aos 120 minutos, a glicemia dos animais do grupo GKO ser inferior a
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dos controlos GK (p<0,01). Também se verifica uma tendéncia idéntica a esta hos GKHFDO

relativamente aos controlos GKHFD, no entanto, sem significado estatistico.
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Figura 11 - Prova de tolerancia intraperitoneal a glicose realizada no final do estudo. Na figura estdo representadas a
variagédo dos niveis de glicemia (mg-dL?) ao longo da prova com duragdo maxima de 120 minutos e a respetiva area
abaixo da curva (AUC) dos seguintes grupos: W (Wistar), GK (GK controlo), GKO (GK tratado com omentina), GKHFD
(GK alimentados com dieta enriquecida em gorduras) e GKHFDO (GK alimentados com dieta enriquecida em gorduras
e tratados com omentina). Os resultados estédo apresentados sob a forma de média + e.p.m., n=3-14 por grupo.

***<0,001 comparagdo com o grupo W
$$p<0,01 comparagédo com o grupo GK

4.2. Provade tolerancia ainsulina

Na PTI, realizada em animais com 8 meses de idade, foram mais uma vez observadas
as diferencas entre as duas estirpes, visto que os animais GK apresentam uma AUC superior a
dos W (p<0,01), comprovando assim a presenca de resisténcia periférica a insulina caracteristica

dos animais diabéticos (Figura 12).
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Figura 12 - Prova de tolerancia intraperitoneal a insulina realizada no final do estudo. Na figura estdo representadas a
variagdo dos niveis de glicemia (mg-dL?) ao longo da prova com duragdo maxima de 120 minutos e as respetivas areas
abaixo das curvas (AUC) dos grupos de animais controlo: W (Wistar) e GK (GK controlo). Os resultados estao
apresentados sob a forma de média + e.p.m., n=7-13 por grupo.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparagdo com o grupo W

E possivel verificar que existiu um agravamento da resisténcia a esta hormona
provocado pela dieta gorda (Figura 13), tendo em conta o0 aumento significativo da AUC do grupo

GKHFD comparativamente ao GK controlo (p<0,001).

Quanto ao tratamento com adipocina nos animais diabéticos, apés a administracao da
omentina, como é visivel no gréafico da PTI a glicemia do grupo GKO néo apresentou diferencas
relativamente ao grupo GK controlo. Contudo observa-se uma tendéncia, relativamente & dieta
gorda, que indicia que a adipocina podera ter algum beneficio na sensibilidade a agcdo da insulina.
Assim, no decorrer da PTI, as glicemias do grupo GKHFDO relativamente as do grupo GKHFD
revelaram uma tendéncia para serem inferiores, embora n&do sendo estatisticamente

significativas.
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Figura 13 - Prova de tolerancia intraperitoneal a insulina realizada no final do estudo. Na figura estdo representadas a
variag&o dos niveis de glicemia (mg-dL?) ao longo da prova com duragdo maxima de 120 minutos e as respetivas areas
abaixo das curvas (AUC) dos grupos de animais: GK (GK controlo), GKO (GK tratado com omentina), GKHFD (GK
alimentados com dieta enriquecida em gorduras) e GKHFDO (GK alimentados com dieta enriquecida em gorduras e
tratados com omentina). Os resultados estéo apresentados sob a forma de média + e.p.m., n=11-13 por grupo.

$p<0,05; $¥p<0,01; $¥¥p<0,001 comparacdo com o grupo GK SD

5. Funcé&o endotelial

Conhecido que € o aumento do risco de desenvolvimento de doenga vascular associado
a diabetes tipo 2, através da perda de funcéo da camada de células endoteliais realizaram-se
estudos isométricos em aorta para se determinar o efeito da dieta gorda e da omentina na fungéo
arterial. Para tal, avaliou-se o relaxamento do vaso sanguineo depende e independente do
endotélio.

Para avaliar o impacto do PVAT na fungdo endotelial foram montados anéis de aorta
com e sem tecido perivascular e realizadas com curvas dose-efeito a substancias

vasodilatadoras (ACh) e vasoconstritoras (ET-1).

5.1. Efeito do PVAT na funcéo endotelial

A vasodilatacdo dependente do endotélio foi determinada através de adi¢bes
cumulativas de acetilcolina (ACh) a segmentos de artéria que tinha sido pré-contraida com

fenilefrina (Phe).
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A partir da Figura 14 foi possivel desde logo observar uma diferenca muito significativa
na funcao endotelial entre ratos W e GK, com este Ultimo grupo a ndo ultrapassar os 50% de
relaxamento maximo, enquanto o controlo saudavel se aproxima mais de 100%. De notar que a
artéria aorta, dos animais W, montada com tecido perivascular (W+PVAT) relaxa muito mais do
que a artéria sem PVAT, com valores significativamente diferentes em dois pontos no grafico
(correspondentes as adi¢cdes 3 e 5 de ACh) que apresentam uma vasodilatacdo dependente do
endotélio da artéria de W (p<0,01) superior, 0 que corrobora a tese de que o PVAT saudavel tem
efeitos benéficos e que promove relaxamento vascular. Contrariamente, no caso dos ratos GK,
a artéria com PVAT apresenta um nivel de relaxamento significativamente diminuido, nas Ultimas
trés adi¢Ges do agente de vasodilatacdo, quando comparada com a mesma artéria desprovida

de tecido perivascular (p<0,05 e p<0,01).
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Figura 14 - Curva dose-resposta a acetilcolina dos seguintes grupos: W-PVAT (artéria sem PVAT de Wistar), W+PVAT
(artéria com PVAT de Wistar), GK-PVAT (artéria sem PVAT de GK), GK+PVAT (artéria com PVAT de GK). Os resultados
estdo apresentados sob a forma de média + e.p.m., n=10-12, por grupo.

**p<0,01 comparag&o com o grupo W-PVAT
&p<0,05; &&p<0,01 comparagao com o grupo GK-PVAT

No ensaio com a ET-1, ficou comprovado o efeito anti-contratil do PVAT, nos controlos
W, pois o W-PVAT respondeu desde a primeira adicdo do agente de contracao e atingiu um valor

maximo significativamente superior ao W+PVAT (p<0,001; Figura 15).
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Os grupos de animais GK com e sem PVAT, ndo apresentando diferengas significativas

entre eles, tendem a contrair mais do que o grupo W+PVAT, e menos que o W-PVAT.
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Figura 15 - Curva dose-resposta a endotelina-1 (ET-1) dos seguintes grupos: W-PVAT (artéria sem PVAT de Wistar),
W+PVAT (artéria com PVAT de Wistar), GK-PVAT (artéria sem PVAT de GK), GK+PVAT (artéria com PVAT de GK). Os
resultados estdo apresentados sob a forma de média + e.p.m., n=5-10, por grupo.

***<0,001 comparag&o com o grupo W-PVAT

5.2. Efeito da omentina na funcao endotelial

Nesta seccao é feita a avaliacdo da omentina na funcéo endotelial em ratos diabéticos
mantidos com dieta padr&o e tratados com esta adipocina durante um més (18 pg-Kg?). A Figura
16 mostra o efeito da omentina no relaxamento dependente do endotélio, onde se observa um
maior relaxamento dependente do endotélio (relaxamento maximo em resposta a acetilcolina de
cerca de 75%) e um aumento da sensibilidade a agdo da acetilcolina dado que a aorta comeca
a relaxar mais cedo em resposta a este vasodilatador. Este tratamento melhora o fenétipo do
PVAT, dado que o grupo GKO montado com tecido perivascular ndo agrava a disfuncdo
endotelial, como acontece no caso do grupo GK controlo, e existe uma tendéncia de recuperagéo
do fenétipo a favor da dilatacdo embora néo seja significativo, relativamente ao GKO sem PVAT.

De salientar que a omentina melhora a disfungcéo endotelial quer comparando os controlos GK
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montados sem PVAT (GK-PVAT vs GKO-PVAT, p<0,001), como os GK montados com tecido

perivascular envolvente (GK+PVAT vs GKO+PVAT, p<0,001).
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Figura 16 - Curva dose-resposta a acetilcolina dos seguintes grupos: W-PVAT (artéria sem PVAT de Wistar), W+PVAT
(artéria com PVAT de Wistar), GK-PVAT (artéria sem PVAT de GK), GK+PVAT (artéria com PVAT de GK), GKO-PVAT
(artéria sem PVAT de GK tratado com omentina), GK+PVAT (artéria com PVAT de GK tratado com omentina). Os
resultados estdo apresentados sob a forma de média + e.p.m., n= 10-12 por grupo.

**p<0,01 comparagdo com o grupo W-PVAT
&p<0,05; &&p<0,01 comparagdo com o grupo GK-PVAT

Relativamente ao grupo de animais submetidos a dieta gorda (GKHFD), ndo existem
diferencas significativas relativamente ao grupo de ratos GK mantidos com dieta padréo (GK),
apenas se nota um ligeiro agravamento na vasodilatacdo em resposta a acetilcolina, apesar de
ndo ser significativo (Figura 17). Quando efetuamos o tratamento com omentina em animais
alimentados com racao rica em gorduras (GKHFDO) observamos um efeito de normalizacdo
completa da fun¢éo endotelial (que deixa de ser significativamente diferente de um rato W), tendo
este tratamento sido mais efetivo do que a administracdo de omentina em animais mantidos com
a dieta padrdo. Neste caso, este grupo (GKHFDO) quando montado com PVAT parece néo ter

qualquer efeito adicional ndo se observando o efeito vasodilatador devido a presenga de tecido

perivascular.
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Figura 17 - Curva dose-resposta a acetilcolina dos seguintes grupos: W-PVAT (artéria sem PVAT de Wistar), W+PVAT
(artéria com PVAT de Wistar), GK-PVAT (artéria sem PVAT de GK controlo), GK+PVAT (artéria com PVAT de GK
controlo), GKHFD-PVAT (artéria sem PVAT de GK tratado com dieta rica em gordura), GKHF+PVAT (artéria com PVAT
de GK tratado com dieta rica em gordura) GKHFDO-PVAT (artéria sem PVAT de GK tratado com dieta rica em gordura
e omentina), GKHFDO+PVAT (artéria com PVAT de GK tratado com dieta rica em gordura e omentina). Os resultados
estdo apresentados sob a forma de média + e.p.m., n= 10-12 por grupo.

**p<0,01 comparagio com o grupo W-PVAT
&p<0,05; &&p<0,01 comparagao com o grupo GK-PVAT

5.3. Efeito de L-NAME e de indometacina e o relaxamento
independente do endotélio

A incubacdo dos segmentos de aorta com L-NAME, um inibidor da eNOS, enzima

responsavel pela sintese de NO, permite avaliar a vasodilatagdo mediada por outros

vasodilatadores.

As diferencas entre os grupos verificadas anteriormente dissipam-se quando a eNOS é
inibida, terminando todos eles, incluindo o grupo controlo W, com um relaxamento maximo

inferior a 40% (Figura 18).
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Figura 18 - Curva dose-resposta a acetilcolina (ACh) na presenca de L-NAME dos seguintes grupos: W (Wistar), GK (GK
controlo) GKO (GK tratado com omentina), GKHFD (GK tratado com dieta rica em gordura), GKHFDO (GK tratado com
dieta rica em gordura e omentina). Os resultados estdo apresentados sob a forma de média + e.p.m., n=10-12 por grupo.

Noutro ensaio, para além do L-NAME, foi adicionado um inibidor da enzima cicloxigenase
(COX), a indometacina, com o objetivo de reduzir a producao de PGl.. Na Figura 19 é possivel

notar-se um ligeiro aumento na percentagem de relaxamento atingida no final das adi¢cdes de

ACh.
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Figura 19 - Curva dose-resposta com acetilcolina (ACh) na presenga de L-NAME e indometacina dos seguintes grupos:
W (Wistar), GK (GK controlo) GKO (GK tratado com omentina), GKHFD (GK tratado com dieta rica em gordura),
GKHFDO (GK tratado com dieta rica em gordura e omentina). Os resultados estdo apresentados como média + e.p.m.,
n=10-12 por grupo.
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Analisando o perfil de relaxamento independente do endotélio na artéria aorta, desta vez
com a acao do dador de NO, o SNP, nao ha diferencas estatisticamente significativas entre

grupos e o relaxamento foi de praticamente 100% (Figura 20).
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Figura 20 - Curva dose-resposta ao nitroprussiato de sédio (SNP) dos seguintes grupos: W (Wistar), GK (GK controlo)
GKO (GK tratado com omentina), GKHFD (GK tratado com dieta rica em gordura), GKHFDO (GK tratado com dieta rica
em gordura e omentina). Os resultados estao apresentados sob a forma de média + e.p.m., n= 10-12 por grupo.
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A diabetes mellitus tipo 2, a par com a obesidade, tem vindo a adquirir propor¢des cada
vez maiores, sendo ja considerada uma epidemia que acarreta outros problemas de saide como
hipertenséo, entre outros problemas cardiovasculares. Assim, torna-se imperativo estudar novas
possibilidades de abordagens terapéuticas que visem melhorar a qualidade de vida destes
individuos diabéticos e que possam ser eficazes também na reduc@o das co-morbilidades

associadas a esta patologia.

No presente trabalho foi testado o potencial terapéutico da administracdo de uma
adipocina, a omentina-1, na disfuncdo endotelial associada a diabetes mellitus tipo 2. Outro
objetivo do estudo foi avaliar o impacto do tecido adiposo perivascular na disfuncéo endotelial,

em condi¢Bes patoldgicas, na auséncia, e na presenca, da dieta gorda e de omentina exdgena.

Para isso foram utilizados dois tipos de modelos animais e diferentes dietas. Utilizaram-
se ratos normais (Wistar) alimentados com dieta padrdo, ratos diabéticos ndo obesos (Goto-
Kakizaki) alimentados com dieta padrdo, e ratos GK alimentados com uma dieta gorda, com o
intuito de simular os erros alimentares da populagéo atual, e assim agravar as caracteristicas da

diabetes.

Foram avaliados diversos pardmetros in vivo como o peso corporal, 0 comprimento naso-
anal, niveis sistémicos de colesterol total e triglicerideos, os niveis de glicose em jejum, a
tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina (através de provas de tolerancia a glicose e a
insulina, respetivamente). Ao nivel vascular foi estudado ex vivo o relaxamento dependente e

independente do endotélio e a contracéo do endotélio em resposta a endotelina-1.

O peso corporal no final do estudo evidenciou diferengas significativas entre os ratos
Wistar e os ratos Goto-Kakizaki. Os animais do grupo GK apresentaram um peso corporal 20%
inferior ao dos ratos Wistar com a mesma idade, o que esta de acordo com os valores
encontrados na literatura que referem diferencas de 10 a 30%°’. Verificou-se também que, nem
a dieta gorda nem a adipocina administrada, tiveram influéncia no peso corporal aos 8 meses de
idade. Porém, quando correlacionamos o0 peso dos animais com o seu comprimento, através do
calculo do indice de Lee, ja se verificam diferencas significativas entre os grupos. Este indice &
equivalente ao indice de massa corporal (IMC) de humanos, mas com especificidade para o rato,

sendo os animais com valores acima de 310 considerados obesos®8. Assim, antes do tratamento
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com a omentina, os dois grupos de GK apresentaram excesso de peso. O grupo GKHFDO, que
até aos 7 meses tinha sido alimentado com a racdo gorda, apresentava um indice de Lee
significativamente superior relativamente aos grupos de GK mantidos com a dieta padréo, o que

vai de encontro ao que ja tinha sido descrito®°.

De forma concomitante, também se confirmou que a dieta gorda provocou uma
hipertrigliceridemia, uma vez que os grupos GKHFD e GKHFDO tiveram os niveis sistémicos de
triglicerideos aumentados em relagdo ao controlo GK, o que esta de acordo com anteriores

investigaces®®.

O colesterol total, contudo, ndo sofreu modificagdes muito significativas (com excecao
do valor de p<0,05 de GKHFD em relacdo a GK), por agcdo da dieta rica em gordura,
possivelmente pelo facto de as quantidades de colesterol (1,25%) presente nesta racdo nao
terem sido suficientes para provocar 0 aumento da sua concentracdo sistémica nestes animais.
Alias, esta é uma situacdo que pode ocorrer sempre que se utilizam ragdes sintetizadas com
composicdes originais, na medida em que ndo sabemos como € que 0s animais poderao lidar

com a nova ragdo, existindo animais com resisténcia a indugdo de obesidade através da dieta.

Ainda em relagdo ao colesterol total e a sua homogeneidade entre praticamente todos
os grupos de ratos GK, esta podera ser pouco reveladora do que os tratamentos estardo, na
realidade, a provocar, pois é possivel que tenham existido modificagcao das proporcdes das suas
fracbes HDL, LDL e VLDL, como j& se verificou noutros estudos®’. Sendo presumivel que os
animais alimentados com dieta gorda apresentem concentracdes superiores de LDL, VLDL e
inferiores de HDL, apesar dos niveis de colesterol total serem idénticos aos dos ratos tratados
com a dieta padréo. Para se obter informag¢des mais conclusivas sobre o efeito da dieta e da
omentina ao nivel da colesterolemia sera necessario realizar outros ensaios para quantificar as

varias fraces do colesterol nos diversos grupos de animais.

Em relacdo a omentina sabe-se que, em humanos, os seus niveis circulantes se
correlacionam negativamente com o IMC, o perimetro da cintura e com a concentragao
plasmética de leptina, e também com a diabetes, com marcadores de sindrome metabdlica e de
doenca cardiovascular®?. Existem ainda dados indicativos de que individuos obesos, apds uma

perda de peso, aumentam os niveis plasmaticos de omentina®. Em concordancia, neste estudo
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verificou-se que a administracdo desta adipocina exdgena levou a um decréscimo do indice de
Lee, em ambos os grupos de animais diabéticos, para valores similares aos dos animais
saudaveis e observou-se também uma ligeira reducdo, apesar de ndo ser significativa, da

concentracgao de triglicerideos plasméticos.

No que respeita ao perfil glicémico, a adipocina também apresentou uma acao benéfica
sobre a glicemia em jejum, tendo ambos 0s grupos deste tratamento revelado, inequivocamente,
uma melhoria nesta componente, enquanto a dieta por si sé demonstrou nao ter qualquer
influéncia neste pardmetro, o que esta de acordo com outros estudos realizados também em

rato®.

Por outro lado, a omentina levou a um aumento da glicagdo de albumina no grupo
mantido com dieta rica em gorduras. Podera ter sido um efeito que ocorreu num conjunto de
ratos que ja tinham um valor de glicacdo mais elevado que os dos restantes grupos (variacdes
dentro da espécie) ou, muito provavelmente, estes animais possuiam maiores niveis de
proteinas plasmaticas, nomeadamente de albumina total, e consequentemente maior
concentragdo desta molécula glicada (frutosamina), pelo que seria necessario realizar a
normalizagdo destes resultados para os niveis de albumina plasmatica total. E, como se pode
verificar, este resultado relativo ao grupo GKHFDO néo é corroborado pelas provas de toleréncia

a glicose, e a insulina, que se seguem.

A excecdo das diferencas mais que evidentes entre os animais Wistar e os GK, nas
provas de tolerancia a glicose (PTG), demonstradas também em investigacdes prévias®, a dieta
gorda e a omentina ndo demonstraram ter qualquer influéncia na PTG dos individuos diabéticos.
No entanto, foram verificadas diferencas relativas as provas de tolerancia a insulina (PTI).
Observa-se que a dieta gorda causou um agravamento bastante significativo da insulino-
resisténcia, e tal foi também verificado em estudos anteriores®. No caso dos tratamentos com a
omentina ndo se observou um efeito significativo no grupo GKO, porém no grupo GKHFDO,
observa-se um ligeiro aumento da sensibilidade a insulina. Esta tendéncia esta de acordo com o
que vem descrito na literatura, sendo que estudos anteriores referem que esta adipocina
promove o aumento da fosforilacdo da enzima proteina cinase B, da via da PI3K, que assim faz

aumentar o transporte de glicose mediado pela insulina®?.

44



V. Discussao

A disfuncdo endotelial caracteriza-se pela modificacdo das concentracfes dos
mediadores que esta camada celular produz e liberta, havendo um desequilibrio entre fatores
vasodilatadores, como o NO, relativamente as substancias vasoconstritoras, conduzindo a
alteracGes no funcionamento normal da vasculatura*®. Em patologias, como a diabetes mellitus
tipo 2 e a obesidade, ocorre 0 aumento na secrecao de citocinas pro-inflamatorias, o incremento
dos niveis de acidos gordos livres em circulacdo, de resisténcia a insulina e hiperglicemia, que
causam alteracBes na expressao genética e na sinalizacdo celular, comprometendo a fungéo

vascular®®.

Assim sendo, estudou-se o funcionamento da artéria aorta com o objetivo de se averiguar
a interferéncia da dieta gorda e da omentina na disfun¢@o endotelial de ratos diabéticos. Foi
também avaliado o impacto da presenca do tecido adiposo perivascular no vaso sanguineo. Para
estes estudos utilizou-se acetilcolina (ACh), que tem como a¢do a estimulagdo do recetor
muscarinico M3, existente na célula endotelial, a libertar NO. Este gas difunde para as células
musculares lisas e ativa a hemoproteina guanilato ciclase solavel (sGC), que por sua vez
aumenta os niveis de cGMP e induz o relaxamento das células musculares lisas, provocando a

vasodilatac&o®7:%8,

Os resultados obtidos séo concordantes com o que ja vem sido descrito na literatura, ou
seja, os grupos GK controlo e os GKHFD, apresentam uma evidente diminui¢cdo da resposta
vasodilatadora em resposta a acetilcolina comparativamente com os animais Wistar®”. A
diminuicdo do relaxamento dependente do endotélio nos animais do grupo GK e do GKHFD vem
comprovar que os individuos diabéticos apresentam disfuncao endotelial. Um fator crucial para
tal acontecimento é a insulino-resisténcia, caracteristica da diabetes tipo 2. Uma vez que a
insulina, para além da sua ac¢édo no transporte de glicose, também tem a capacidade de estimular
a producdo de NO pelas células endoteliais, e assim promover a vasodilatacdo. Isto ocorre
através da ativacdo da via de sinalizacdo da PI3K, que leva a fosforilagdo da eNOS e,
consequentemente, ao incremento da concentracio de NO%¢. Porém, esta hormona € igualmente
responsavel pela ativacédo da via da MAPK, que o contrario do que acontece na PI3K promove a
producao de vasoconstritores como a endotelina-1. Em condicdes fisioldgicas, as duas estdo em
equilibrio, porém na insulino-resisténcia a via da PI3K apresenta uma menor atividade enquanto

a outra se mantem inalterada, conduzindo a perda de funcdo da camada endotelial®. Noutro
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estudo, este evento estd associado a uma hiperglicemia crénica podendo ser revertido, caso se

normalize a glicemia™.

Um outro aspeto interessante apresentado nos resultados foi a influéncia do tecido
adiposo perivascular na funcao endotelial da artéria aorta. No Wistar, é confirmado o efeito
benéfico deste tecido no vaso, aumentando a sua resposta de relaxamento a acetilcolina e
diminuindo a resposta contratil & endotelina-1. Este efeito ja tinha sido encontrado, em individuos
saudaveis, e descrito como sendo a acdo anti-contratil do PVAT sobre os vasos sanguineos*>",
E que, além de promover a vasodilatacdo e reduzir a vasoconstricdo arterial através da
atenuag&o da resposta vascular a varios agonistas, como a ET-17%72, este tecido também tem

acado anti-inflamatéria’.

Porém, no caso dos animais diabéticos GK, o PVAT dos ratos diabéticos exerce a acado
contraria, agravando-se a disfuncdo endotelial e perdendo-se a acdo anti-contratil. Uma

7

explicagdo possivel para tais resultados, € o tecido perivascular dos ratos diabéticos, se
encontrar disfuncional, devido a resisténcia a insulina, que se traduz num estado de
hiperinsulinemia e de hiperglicemia constante, resultando num ambiente pré-inflamatério e pré-

oxidante*250,

A administracdo de dieta gorda ndo agravou a disfuncdo endotelial presente nos ratos
diabéticos, pois ndo se encontraram diferencgas significativas entre estes animais (GKHFD) e os
GK controlo, dado que estes ultimos j& demonstravam um elevado grau de disfuncao das células

endoteliais promovido pela resisténcia a insulina e pela hiperglicemia®°.

Todavia, apO0s o0s tratamentos com a omentina, observaram-se melhorias na
vasodilatacdo dependente do endotélio, visto que a percentagem de relaxamento dependente
do endotélio aumentou significativamente, e a sensibilidade a ACh aumentou, ou seja, aconteceu
mais cedo do que nos ratos Wistar, nos GK e nos GKHFD. Isto pode ser explicado devido a acdo
anti-inflamatdria que a omentina exerce nas células endoteliais, ao inibir a atividade do fator de
transcri¢cdo de genes de inflamacédo, como o fator nuclear NF-kB, e da cinase JNK, que também
induz a resposta inflamatoria®? e, adicionalmente melhora a sensibilidade a insulina, tornando a
via PI3K mais ativa, e estimulando a fosforilacdo da eNOS, que leva ao aumento da sintese de

NO, e consequentemente, a vasodilatacdo. A omentina desempenha ainda outras fun¢des na
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parede arterial, nomeadamente a restricdo da adesdo de mondcitos, tanto no endotélio como no
musculo liso?>3. Assim, temos uma acéo direta da omentina nestes dois tipos celulares que
constituem a parede dos vasos, e uma acéo indireta ao modular o PVAT. Por exemplo, ao reduzir
a inflamacao neste tecido, poderd alterar o seu secretoma, deixando de produzir substancias que
contribuem para a persisténcia de inflamacéo local e sistémica e para a vasoconstricdo. No grupo
de ratos GKHFDO néo observamos diferencas significativas entre os segmentos de aorta com
PVAT, e sem este tecido, enquanto no GKO é percetivel algum efeito do tecido no incremento
do relaxamento dependente do endotélio. Assim, podemos concluir que o tecido perivascular
podera ter sofrido modificacdes pelo tratamento com a omentina, mas que a adipocina também
exerceu efeitos benéficos, por modulagdo sistémica (redugdo da inflamagdo e aumento da
sensibiliza¢do para a insulina), nas préprias células do endotélio vascular. O grupo de ratos
diabéticos submetido a dieta rica em gordura e tratado com omentina (GKHFDO) normalizou a

sua funcdo endotelial com valores muito préximos dos animais controlo ndo diabéticos (W).

O NO é o principal vasodilatador e a reducéo da sua biodisponibilidade é o evento que
caracteriza a disfuncdo do endotélio’, no entanto existem outras substancias com ac&o
vasodilatadora, como a prostaglandina PGl., ou o EDHF. Para avaliar o nivel de disfuncao
endotelial, comegou-se pela inibicdo da producéo do NO, e num ensaio seguinte, adicionalmente
bloqueou-se a sintese de PGlz, utilizando L-NAME e indometacina, respetivamente. Como
resultado destes dois ensaios, verificou-se que o0 relaxamento ficou substancialmente
comprometido em todos os grupos de animais, sem se encontrarem diferencas significativas
entre os mesmos. Esta diminuicdo da vasodilatacédo, é consistente com outras investigacoes,
pois revela que na diabetes o que é afetado efetivamente € o relaxamento dependente do NO*>¢7,
pois quando a eNOS esté inibida, deixam de existir diferengas entre os grupos de ratos GK e de

ratos normais W.

No que diz respeito ao relaxamento independente do endotélio realizou-se o ensaio de
relaxamento em resposta ao SNP, dador de NO, as artérias de todos 0s grupos responderam de
forma similar, com total relaxamento, corroborando a restante informacédo obtida dos varios
ensaios de estudo da fungdo vascular do presente trabalho, que também sdo confirmados por

resultados obtidos em estudos precedentes’™.
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Neste trabalho testou-se o efeito da adipocina omentina-1, no perfil metabdlico e na
disfuncéo endotelial, em modelos animais diabéticos ndo obesos e com a utilizagao de uma dieta

rica em gordura. Avaliou-se também a influéncia do PVAT no funcionamento da vasculatura.

Foi possivel confirmar-se que ratos diabéticos, em comparacdo com ndo diabéticos,
apresentam modificagBes no perfil lipidico e glicémico e no metabolismo da glicose, e ainda
alteracbes ao nivel do funcionamento vascular - disfuncdo endotelial. Essa disfungéo
demonstrou-se ser devida ao comprometimento do relaxamento dependente do endotélio, mais
concretamente dependente do bom funcionamento da enzima eNOS e da biodisponibilidade e

acao do seu produto (NO).

Por outro lado, a dieta gorda utilizada provocou um incremento de adiposidade e dos
triglicerideos, e agravou a resisténcia a insulina verificada no diabético o que, naturalmente, fez

aumentar a glicemia em jejum.

Comprovou-se a agao benéfica da omentina na reducéo dos niveis de adiposidade e no
aumento da sensibilidade a insulina, no entanto ainda ficaram por esclarecer os mecanismos
pelos quais a omentina causou este efeito, sendo necessarios mais estudos para perceber onde
a adipocina podera estar a atuar. Acredita-se que podera ter sido a sensibilizacdo para a insulina
o fator crucial para a reversao de muitos dos restantes parametros fisiolégicos verificados nestes
animais, como por exemplo, a reducéo dos niveis glicémicos e de triglicerideos sistémicos, dado
que ao reduzir a insulino-resisténcia no tecido adiposo este também recupera um pouco da sua
funcéo e melhorando o metabolismo da glicose e dos lipidos. Por Gltimo também se demonstrou
que a adipocina, muito provavelmente também decorrente do aumento da sensibilidade a
insulina, como ja foi apresentado na discusséo, também estimulou uma recuperacédo da funcao

endotelial.

No que respeita ao segundo objetivo deste trabalho, provou-se que, em condi¢cbes
fisiolégicas, o PVAT tem efeitos de protecdo do vaso sanguineo, inibindo contracdes mais
exacerbadas (acdo anti-contratil). Contudo, em estados de insulino-resisténcia e de inflamagéao
cronica, como o0s que se encontram em patologias como a diabetes e a obesidade, o PVAT, bem
como o seu secretoma, encontram-se modificados, acabando por perder a sua a¢éo anti-contratil

e levando a disfuncdo do endotélio. Este estudo permitiu ainda perceber que a omentina, além
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de melhorar a fun¢éo endotelial dos ratos diabéticos, resgata o fenétipo anti-contrétil do tecido

adiposo perivascular.

Ainda estéo por esclarecer os mecanismos através dos quais a omentina proporcionou
estes multiplos efeitos terapéuticos, tanto a nivel sistémico, como a nivel do vaso sanguineo e
do seu tecido adiposo perivascular. E sera interessante também descobrir-se quais sdo as

moléculas segregadas pelo PVAT que vao interferir com a fungéo vascular.

Em suma, e ndo descurando a necessidade de serem realizados estudos
complementares, podemos concluir que, a partida, a omentina demonstra ter um elevado
potencial terapéutico para o tratamento de patologias como a diabetes, a obesidade e das

respetivas co-morbilidades associadas.
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