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RESUMO

Lobato NS. A obesidade diminui a resposta de artérias mesentéricas de resisténcia a
agonistas canabinodides [tese (Doutorado em Farmacologia)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo; 2010.

O sistema endocanabindide possui papel importante na regulacdo central e
periférica da ingestdo alimentar e da homeostase energética, além de apresentar
pronunciados efeitos cardiovasculares. Na obesidade, estudos tém relatado que
ocorre aumento de ativacao deste sistema em tecidos que controlam o metabolismo
energético. Entretanto, os efeitos da obesidade sobre as ac¢des vasculares mediadas
por agonistas canabindides n&o foram ainda investigados. Portanto, o objetivo deste
estudo foi investigar as implicacdes da obesidade para a resposta mediada pelo
agonista canabindide anandamida em artérias mesentéricas de resisténcia.
Utilizamos ratos obesos Zucker (OZRs) e seus respectivos controles da linhagem
Zucker (LZRs) com 6-7 semanas de idade. A obesidade foi avaliada pelo peso
corporal e pelo acumulo de gordura visceral. A glicemia foi determinada em ratos
submetidos a privacdo alimentar de 4 horas. A pressao arterial foi determinada por
método indireto (pletismografia de cauda). A reatividade de artérias mesentéricas de
resisténcia foi avaliada utilizando um miégrafo para estudo de tensédo isométrica.
Foram realizadas curvas concentracdo-efeito a anandamida, aos agonistas de
receptores canabinodides CB1 (ACEA) e CB2 (JWH-015) e ao agonista de receptores
vaniloides capsaicina em vasos com e sem endotélio. OZRs apresentaram reducéo
do relaxamento dependente de endotélio a acetilcolina e aumento da contracédo a
fenilefrina. A incubacdo com anandamida corrigiu estas alteracées. A anandamida,
0s agonistas CB1 e CB2, assim como a capsaicina, promoveram vasodilatacdo, que
foi menor em artérias mesentéricas com endotélio de OZRs quando comparados aos
LZRs. A expressao protéica dos receptores CB1 e CB2 foi menor em artérias
mesentéricas de OZRs. A localizacdo desses receptores (por imunofluorescéncia)
indicou reducdo na expressao de ambos tanto no endotélio quanto no musculo liso
vascular de OZRs. A incubacdo de artérias mesentéricas com o bloqueador de

receptores vanildides ou com o antagonista de receptores do peptideo relacionado
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ao gene da calcitonina (CGRP) diminuiu a resposta a anandamida nos dois grupos
experimentais, porém, essa reducdo foi mais pronunciada em LZRs. A incubacao
com L-NAME (inibidor da Oxido nitrico sintase), apamina e caribidotoxina
(blogueadores de canais de K+), indometacina (inibidor da cilooxigenase) ou AM404
(inibidor do transporte de canabindides) reduziu a vasodilatagdo a anandamida
apenas em LZRs. A resposta a anandamida em OZRs foi corrigida pelos agentes:
URB597 (inibidor da degradacdo de anandamida), forskolin (ativador da via do
CAMP), AICAR (ativador da AMPK) ou Pd 98059 (inibidor da ERK1/2). A incubacéo
com anandamida aumentou a fosforilagdo da AMPK, da ACC e da eNOS em LZRs,
mas reduziu em OZRs. A expressédo da forma fosforilada da ERK1/2 foi maior em
vasos de OZRs. A incubagédo com anandamida aumentou a fosforilagdo da ERK1/2
em LZRs e a potencializou em OZRs. Em conclusdo, demonstramos que a
obesidade diminui o relaxamento a agonistas canabindides. Os mecanismos
envolvidos nesta alteracdo incluem: reducdo da expressdo dos receptores
canabindides CB1 e CB2; prejuizo das vias de sinalizacdo mediadas pela ativacéo
de receptores vanildides; reducdo da captacdo e aumento da degradacédo de
anandamida; reducdo da ativacdo da AMPK e da eNOS e aumento da ativacdo da
ERK1/2.

Palavras—Chave: Obesidade. Sistema endocanabindide. Anandamida. Artérias

mesentéricas de resisténcia.
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ABSTRACT

Lobato NS. Obesity decreases the response of resistance mesenteric arteries to
cannabinoid agonists [Ph.D. thesis (Pharmacology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2010.

The endocannabinoid system has an important role in the regulation of central and
peripheral food intake and energy homeostasis. This system has also pronounced
cardiovascular effects. A number of studies have shown that obesity is associated
with increased activity of the endocannabinoid system in tissues that control the
energy homeostasis. However, the effects of obesity on the vascular actions
promoted by cannabinoid agonists have not been elucidated. Therefore, the aim of
the present study was to investigate the implications of obesity for the vascular
relaxation mediated by anandamide, a cannabinoid agonist, in resistance mesenteric
arteries. Young obese Zucker rats (OZRs) and their lean counterparts (LZRs) were
studied at 6- to 7-week-old. Obesity was evaluated by increase in body weight and
visceral fat accumulation. Glycemia was determined in rats submitted to food
deprivation (4 hours). Blood pressure was assessed by an indirect tail cuff metod.
The vascular reactivity was evaluated in a small vessel myograph for isometric
tension recording. Concentration-response curves to the cannabinoid agonist
anandamide, to CB1 (ACEA) and CB2 (JWH-015) agonists as well as to the vanilloid
agonist capsaicin were performed in endothelium-intact and endothelium-denuded
vessels. OZRs displayed decreased endothelium-dependent relaxation to
acetylcholine and increased contraction to phenilephrine. Incubation with
anandamide corrected these alterations. The vasorelaxation induced by anandamide
as well as by CB1, CB2 and TRPV-1 agonists was impaired in mesenteric arteries
with intact endothelium from OZRs. The protein expression of CB1 and CB2
receptors was decreased in mesenteric arteries from OZRs. The localization of these
receptors (immunofluorescence) indicated reduced expression of CB1 and CB2
receptors in both endothelium and vascular smooth muscle. Incubation of mesenteric
arteries with either the vanilloid receptor blocker or the antagonist of the calcitonin

gene related peptide (CGRP) receptor decreased anandamide responses in both
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groups; however, the reduction was higher in LZRs. Incubation with L-NAME (a nitric
oxide synthase inhibitor), apamin and charybdotoxin (K* channel blockers),
indomethacin (cyclooxygenase inhibitor) or AM404 (cannabinoid transport inhibitor)
reduced the relaxation induced by anandamide only in LZRs. The decreased
response to anandamide in OZRs was corrected by the agents: URB597 (inhibitor of
anandamide degradation), forskolin (cCAMP pathway activator), AICAR (AMPK
activator) or Pd 98059 (ERK1/2 inhibitor). Incubation of mesenteric arteries with
anandamide evoked AMPK, acetyl CoA carboxylase and endothelial nitric oxide
synthase phosphorylation in LZRs, whereas it decreased the phosphorylation of
these proteins in OZRs. Basal ERK1/2 phosphorylation was increased in vessels
from OZRs. Incubation with anandamide increased ERK1/2 phosphorylation in LZRs,
and this effect was potentiated in OZRs. In conclusion, this study demonstrated that
obesity decreases the relaxation to cannabinoid agonists. The mechanisms involved
in this alteration include: reduction of CB1 and CB2 cannabinoid receptors
expression; impairment of signaling pathways mediated by vanilloid receptors
activation; reduction of uptake and increase of anandamide degradation; reduction of

AMPK and eNOS activation and increase in ERK1/2 activation.

Key Words: Obesity. Endocannabinoid system. Anandamide. Resistance mesenteric

arteries.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistema Endocanabindide

O sistema endocanabindide é um sistema enddgeno que possui papel
importante na regulacdo central e periférica da ingestao alimentar e da homeostase
energética *. A descoberta desse sistema iniciou-se a partir de estudos investigando
os efeitos do uso da planta Cannabis sativa. A mistura das folhas e flores desta
planta é denominada marijuana ou maconha. Considerada como uma droga de uso
recreacional na maior parte do mundo, a Cannabis exerce ainda uma série de outros
efeitos incluindo analgesia, acdo antiinflamatéria, imunossupressdo, efeito
anticonvulsivante, alivio da presséo intra-ocular no glaucoma, efeito antiemético e
orexigeno .

Por muitos séculos as bases biolégicas e moleculares do uso das
preparacoes da planta Cannabis sativa permaneceram ndo explicadas. Em 1965, o
composto [delta]-9-tetrahidrocanabinol (THC) foi isolado e identificado como sendo o
principal metabdlito secundario desta planta . A identificacdo do THC ajudou a
explicar a maior parte das acées farmacolégicas da planta *2.

Como outras drogas, o THC exerce seus efeitos ligando-se a receptores
localizados na superficie de neurbnios e de outras células. Esses sitios de ligacao
do componente ativo da maconha foram identificados no cérebro em 1988 . Essa
descoberta abriu caminho para a identificacdo e clonagem dos receptores
especificos para o composto THC (CB1 e CB2), que foram clonados em 1990 e
1993, respectivamente >°. Este achado foi logo seguido pela descoberta de que
esses receptores sdo alvos de moléculas regulatérias de ocorréncia natural no
organismo, denominadas endocanabindides. Em 1992, o primeiro composto
endocanabindide foi identificado, o composto denominado anandamida (araquidonail
etanolamida), principal ligante endégeno do sistema endocanabindide ‘. Este achado
foi logo seguido pela identificacdo das propriedades canabimiméticas de um
metabdlito endégeno ja conhecido, o composto 2-araquidonoilglicerol (2-AG) .
Embora diversos outros compostos similares aos endocanabindides tenham sido

identificados nos ultimos dez anos, a anandamida e o 2-AG permanecem como 0S
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compostos canabinoides cuja atividade farmacoldgica tem sido mais intensamente
investigada, sendo assim considerados como o0s principais ligantes endégenos do
sistema endocanabindide.

Os estudos avaliando as vias biossintéticas e catabdlicas para a anandamida
e 0 2-AG comecaram imediatamente ap6s a descoberta destes compostos. O
composto N-araquiidonoil-fosfatidiletanolamina (NArPE) foi identificado como sendo
0 precursor biossintético da anandamida, e os diacilgliceréis (DAGs) com o &cido
araquidonico (AA) na posicado 2, como sendo 0s mais provaveis compostos a partir
dos quais o0 2-AG é gerado. O NArPE é produzido a partir da transferéncia do AA de
fosfolipidios para o atomo de nitrogénio do composto fosfatidiletanolamina. O
precursor DAG para o composto 2-AG é produzido pela hidrélise, catalisada pela
fosfolipase-C, do fosfatidilinositol ou da hidrolise do &cido fosfatidico. Tanto a
anandamida quanto o 2-AG sao inativados principalmente por hidrélise enzimatica

pelas enzimas hidrolase de amida de &cido graxo (FAAH) °

10-11

e lipase de
monoacilglicerol (MAGL), respectivamente

Processos especificos através dos quais os endocanabinoides séo captados
pelas células apos a ativacéo de receptores, ou liberados das células logo apds a
biossintese intracelular, também ja foram descritos. Estes processos funcionam na
direcdo do gradiente de concentracdo dos endocanabindides através da membrana
plasmatica *?, porém, ndo foram ainda identificados do ponto de vista molecular. As
enzimas envolvidas na degradacdo de canabindides (FAAH e MAGL) e o receptor
CB1 parecem néo estarem envolvidos nestes processos de captacdo dos compostos
canabindides pela célula.

Além de ativar receptores CB1 e CB2, estd bem estabelecido que os
compostos canabindides, principalmente a anandamida, ativam o receptor de
potencial transitério de vaniléide tipo-1(TRPV-1), um canal catibnico ndo seletivo que
pertence a familia de receptores de potencial transitdrio, que € ativado pelo calor,
pelo baixo pH e pela capsaicina, componente ativo da pimenta *°.

Os estudos realizados imediatamente apds a caracterizacdo molecular dos
receptores CB1 e CB2 estabeleceram a distribuicdo dos mesmos em diversos
tecidos, com alta abundancia do receptor CB1 no cérebro e dos receptores CB2 em
células imunes. Entretanto, sabe-se atualmente que ambos 0s receptores,
principalmente o CB1, encontra-se muito mais amplamente distribuido do que

originalmente se acreditava. No sistema nervoso central, o receptor CB1 esta
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localizado na regido anterior cerebral, no ganglio basal, cerebelo, hipocampo,

| 14-16 17-18

hipotalamo e cortex cerebra
I 19

, € perifericamente no sistema nervoso , ho trato

, no tecido adiposo *°, no figado **, no musculo esquelético *** e

gastrointestina
no pancreas . O receptor CB2 é expresso primariamente nas células imunes */,
mas também pode ser encontrado no baco, no timo, no pancreas, nos adipécitos e,
em menor grau, no sistema nervoso central ® . A ampla express&o dos receptores
CB1 e CB2 explica a lista cada vez maior de fungBes atribuidas ao sistema
endocanabindide.

Pouco é conhecido sobre os mecanismos envolvidos na sintese e nas acdes

25

dos compostos endocanabindides em tecidos periféricos Como ligantes de

receptores acoplados a proteina G, inicialmente foi descrito que seus efeitos
biologicos em células neuronais sdo exercidos pela ativacdo de proteinas G
heterodiméricas do tipo Gi/0. Como consequéncia desse acoplamento ocorreria
inibicdo da adenilil ciclase e diminuicdo de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP)
nestes tecidos. Além disso, receptores CB1 e CB2 regulam a fosforilacéo e ativagao
de diversos membros da familia das proteinas quinases ativadas por mitégenos
(MAPKS), incluindo as quinases 1 e 2 reguladas por sinal extracelular (ERK1/2), a
p38MAPK e a quinase do terminal c-jun (JNK). O receptor CB1 pode ainda se
acoplar a canais de célcio (Ca®") operados por voltagem do tipo N, P ou Q,
inativando-os, ou a canais retificadores de potassio (K"), ativando-os. O receptor
CB1 pode também induzir aumento do Ca®" intracelular pela ativacdo da fosfolipase
C do tipo beta, um processo que depende da ativacdo de proteina G.

Assim, as diversas atividades bioldogicas moduladas pelos receptores
canabindides sdo garantidas por vias de sinalizacdo bem complexas. As MAPKs
medeiam, por exemplo, a regulacdo da sobrevivéncia ou morte celular e o
metabolismo glicémico pelos canabindides. Ja os canais ibnicos estdo envolvidos na
regulacdo da liberacdo de neurotransmissores pelos canabindides. Um segundo
nivel de complexidade da sinalizacdo celular mediada pelos canabindides surge da
capacidade de uma uUnica proteina G, através de suas subunidades a ou 8 e v,
direcionar a atividade de efetores intracelulares n&o relacionados. Isso quer dizer
gue a ativacao do receptor CB1, por exemplo, pode simultaneamente levar a inibi¢cao

da adenilil ciclase pela subunidade Ga e a ativagcdo de diferentes membros da

cascata das MAPKs pelas subunidades GBy %.
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1.2 Ac¢Oes Cardiovasculares dos Canabindides

Os compostos canabindides  apresentam  pronunciados  efeitos
cardiovasculares, 0s quais tém sido intensamente estudados. Estes efeitos sao
complexos e parecem ser alterados em diferentes condi¢cdes patolégicas. A
anandamida apresenta acdes pleiotropicas sobre o sistema cardiovascular in vivo.
Em ratos anestesiados, este agonista causa uma breve resposta pressora seguida

de resposta depressora mais prolongada ?’.

Em camundongos anestesiados a
anandamida e o THC promovem bradicardia e hipotensdo ?%. Estes efeitos s&o
menos pronunciados ou ausentes nos animais quando 0S mMesmos nao se
encontram anestesiados, mas sdo potencializados na hipertensdo *°. Os
mecanismos envolvidos neste ultimo efeito envolvem a diminuicdo da atividade
simpatica pela inibicdo da liberagdo de noradrenalina a partir de terminais nervosos
simpaticos apos a ativacdo de receptores CB1 pré-sinapticos, bem como efeito

direto sobre a vasculatura e o miocardio 2.

Em humanos, tanto o cigarro da
maconha quanto a administracao intravenosa de THC, resultaram em vasodilatacao
periférica e taquicardia, que evoluiram para a queda da resisténcia periférica e,
consequentemente, da presséo arterial *°.

As acdes vasculares dos compostos canabindides variam dependendo da
espécie e do territério vascular estudado ** 3% A anandamida pode promover
relaxamento vascular tanto por atuar nas células endoteliais quanto por agir
diretamente no musculo liso vascular. Diversos mecanismos podem estar envolvidos
nestas ac¢oes (Figura 1).

Estudos utilizando vasos sanguineos isolados mostram que tanto os
canabindides enddgenos quanto os exdégenos promovem vasodilatacdo. Diversos
grupos tém relatado que o efeito vasodilatador da anandamida depende da liberacéo
de fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) ** *°. Em ratos, demonstrou-se
gue a exposicdo de cultura de células endoteliais renais a anandamida estimula a
liberacdo de oxido nitrico (NO), enquanto a presenca de éster de N-metil-L-arginina
(L-NAME), inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), abole essa resposta .

Outro vasodilatador dependente de endotélio, o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) (Figura 1), tem sido sugerido como um dos envolvidos
na vasodilatacdo induzida pela anandamida ** *"*®, Um estudo indicou ainda que a

anandamida induz hiperpolarizagdo de membrana por meio de outro intermediério

9



Lobato NS

diferente do EDHF, mas ainda desconhecido *°.

Sugere-se que, em artérias
mesentéricas de coelho, o componente endotelial do relaxamento vascular
promovido pela anandamida se difunde para as células do masculo liso vascular por
meio de juncdes comunicantes *. Demonstrou-se ainda in vitro que a anandamida
promove relaxamento vascular que, em artéria mesentérica e coronaria, foi
dependente do metabolismo do AA 3°.

A anandamida pode também exercer alguns de seus efeitos diretamente
sobre o musculo liso vascular via receptores CB1, independentemente da presenca
do endotélio *°. Dentre os mecanismos envolvidos, inserem-se a inibicdo da abertura

L “°, a reducdo dos estoques de Ca?' intracelulares *,

de canais de Ca®" do tipo
bem como a modulacéo da entrada de Ca?* através de canais de Ca** operados por
voltagem “°.

Outro mecanismo independente do endotélio responsavel pelo efeito
vasodilatador da anandamida € a liberacdo do peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), um vasodilatador liberado por nervos sensoriais perivasculares,
que atua sobre receptores no misculo liso ou no endotélio vascular ** **. Prop&e-se
gue a vasodilatacdo induzida pelo CGRP seja mediada por dois mecanismos: um
deles é a estimulacdo da enzima adenilil ciclase no musculo liso, com subsequente
acumulo de cAMP *?. O outro mecanismo é a ativacdo de canais de K* nas células
de musculo liso vascular *, com conseqiiente vasodilatacéo.

Propde-se que os efeitos vasodilatadores dos compostos canabinéides sejam
mediados pela ativacéo de receptores CB1 e de receptores vanildides 3" **. O papel
dos receptores CB2 no efeito relaxante promovido pelos endocanabinéides nao foi
ainda descrito.

A relevancia fisiolégica dos efeitos cardiovasculares dos endocanabindides
nao esta totalmente esclarecida. Estudos sugerem que estes compostos apresentam
papel mais importante em condi¢cdes patologicas. Neste sentido, em um modelo
animal de choque hemorragico, Wagner e colaboradores (1997) ** demonstraram
gue ha liberacdo de anandamida por macréfagos ativados, a qual pode contribuir
para a hipotensao observada. Similarmente, no choque endotéxico, a sintese de 2-
AG nas plaquetas e de anandamida nos macréfagos é aumentada “°. A liberacdo de
anandamida por neurdnios centrais sob condi¢des de hipoxia, levando a protecao
contra a isquemia ja foi também descrita *°. Estudo recente demonstrou ainda que a

anandamida reduz a contratilidade cardiaca na hipertensdo. Adicionalmente, a
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potencializacdo desta acdo cardiaca bem como da acdo vasodilatadora da

anandamida ap0s bloqueio de sua hidrélise pela enzima FAHH, pode normalizar a

pressdo sanguinea nesta condicdo *°. Em conjunto, esses dados indicam que o

sistema endocanabindide constitui um mecanismo importante no controle da funcéo

cardiovascular em condi¢des patoldgicas.
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Figura 1 - Esquema ilustrativo dos mecanismos gerais envolvidos no relaxamento a

anandamida. CB1 = receptor cannabinoide 1; CB2 = receptor cannabindide 2;
PGs = prostaglandinas; eNOS = 6xido nitrico sintase endotelial; L-arg = L-
arginina; NO = O6xido nitrico; EDHF = fator hiperpolarizante derivado do
endotélio; AA = 4cido araquidbnico; COX = ciclooxigenase; GTP = trifosfato de
guanosina; cGMP = monofosfato de guanosina ciclico; ATP = trifosfato de
adenosina; cAMP monofosfato de adenosina ciclico; Ca®" = célcio; K* =
potassio; CGRPR = receptor do peptideo relacionado ao gene da calcitonina;
GAP = junc¢do comunicante.

1.3 Obesidade

A prevaléncia de obesidade aumentou de modo bastante acelerado a partir

do final do século XX, tanto em paises industrializados quanto em paises em

7z

desenvolvimento, como é o caso do Brasil. Dados da Sociedade Brasileira de
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Endocrinologia e Metabolismo mostram que 18 milhGes de brasileiros sédo obesos e
que cerca de 70 milhBes apresentam sobrepeso. Atualmente a obesidade é
considerada uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo

(@)

mundo *'.

A obesidade, de modo independente, ou em associagdo com outras doencas,
€ considerada um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de diabetes
tipo 2, hipertensdo, doenca coronariana, certos tipos de céancer, complicacoes
respiratérias, dentre outras. O aumento da ingestdo de alimentos cal6ricos e do
estilo de vida sedentario com a consequente reducdo do gasto energético em
individuos geneticamente predispostos sdo fatores fortemente implicados como
causas primarias da epidemia mundial de obesidade “®. O aumento da prevaléncia
de obesidade néo esta restrito apenas a populacdo adulta. Em diversas regides do
mundo o sobrepeso e a obesidade infantil ttm aumentado substancialmente nos
ultimos 20 anos. Este quadro tem sido acompanhado pelo aumento concomitante de
hipertenséo, dislipidemia e diabetes tipo 2, doencas que, anteriormente, eram quase
que exclusivamente presentes apenas em adultos *°.

O peso corporal é determinado por uma interacdo de fatores genéticos,
ambientais e psicossociais que atuam por meio de mediadores fisiologicos que
controlam a ingestéo e o gasto energético. Embora as diferengas genéticas sejam de
importancia inquestionavel, o desenvolvimento da obesidade é mais bem explicado
pelas mudancas comportamentais e ambientais que resultaram dos avancos
tecnoldégicos. Assim, a obesidade pode ser definida como uma condi¢cdo na qual
ocorre acumulo de gordura corporal em tal extensdo que pode afetar adversamente
a saude. O acumulo de tecido adiposo branco, levando ao sobrepeso (indice de
massa corporal 25-30 kg/m?) e & obesidade (indice de massa corporal = 30 kg/m?),
esta relacionado com condi¢Bes como dislipidemia, resisténcia a insulina e disfungéo
vascular, as quais contribuem para o desenvolvimento de diabetes tipo 2 e doencas
cardiovasculares *°.

Quando se associa a obesidade como fator de risco para complicacdes
vasculares, é importante considerar ndo apenas a magnitude da obesidade, mas
também, e talvez este constitua o parametro mais relevante, a distribuicdo de
gordura corporal. H& diferencas no risco atribuivel a obesidade baseado na
heterogeneidade de localizacdo do tecido adiposo entre individuos obesos. Neste

sentido, em adi¢do a gordura corporal total, o acimulo de gordura intra-abdominal
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ou visceral tem sido considerado como fator de risco independente para doencas

cardiovasculares. Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que a adiposidade

visceral, avaliada pela razdo cintura-quadril >*->2

53-54

ou por tomografia computadorizada
, esta relacionada com doencas da artéria coronaria, independentemente do
indice de massa corporal.

1.4 Disfuncao Endotelial na Obesidade

A obesidade est4d intimamente relacionada com disfuncdo endotelial.
Demonstrou-se de forma bastante consistente que individuos obesos apresentam
prejuizo na funcdo arterial caracterizado pela reducao da vasodilatacdo dependente
de endotélio *°. A disfuncéo endotelial na obesidade constitui um dos mecanismos
pelos quais esta condicdo leva ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares *°.

O endotélio vascular representa papel importante na manutencdo da
homeostase cardiovascular. Além de proporcionar uma barreira fisica entre o limen
e a parede do vaso, o endotélio regula ativamente o tbnus vascular basal e a
reatividade vascular em condic¢des fisioldgicas, respondendo a forgcas mecéanicas e a
mediadores neurohumorais, além de liberar uma variedade de fatores contrateis e
relaxantes. Frente a estimulos especificos, as células endoteliais podem liberar
EDRFs, como também fatores contrateis derivados do endotélio (EDCFs) >’. Os
EDRFs incluem o NO, a prostaciclina (PGl;) e o EDHF. Os EDCFs compreendem a
angiotensina Il (Ang Il), a endotelina-1 (ET-1), as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e os prostandides vasoconstritores *°. Em condicdes fisioldgicas, o todnus
vascular é garantido pelo equilibrio exercido por estes fatores, especialmente os
produtos da ciclooxigenase (COX), em conjunto com o NO e o EDHF. O
desequilibrio na producéo e/ou liberacdo dos fatores envolvidos no relaxamento e na
contracdo vasculares, com aumento de EDCFs e/ou diminuicdo dos EDREFs,
caracteriza a disfuncéo endotelial *°.

Os mecanismos que levam ao desenvolvimento da disfuncédo endotelial na
obesidade ndo estdo completamente esclarecidos. A perda da funcdo modulatoria
do endotélio, com alteracbes na geracao e/ou liberagcdo dos mediadores envolvidos

60

no relaxamento -, especialmente o NO, e na contracdo vascular em resposta a

estimulo por agentes vasoconstritores °!, parece ter participagdo critica no

desenvolvimento desta alteracéo.
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Estudos demonstram também o papel importante do estresse oxidativo no
desenvolvimento da disfuncdo vascular na obesidade. Um estudo clinico demonstrou
qgue a diminui¢do da resposta vasodilatadora dependente de endotélio em individuos
obesos esta relacionada, ao menos em parte, ao estresse oxidativo, tendo-se em
vista que a co-infusdo de vitamina C melhorou, embora néo tenha normalizado
completamente, a resposta a acetilcolina (ACh), um agente vasodilatador

dependente de endotélio 2

. Estudos experimentais também demonstram que a
obesidade é acompanhada por diminui¢cdo da vasodilatacdo dependente de NO, que
pode ocorrer devido ao aumento da producdo de EROs, como o0 anion superdxido
(O2), que inativa o NO. Estudo recente em nosso laboratério demonstrou que a
obesidade promove aumento da resposta contrati e reducdo da resposta
vasodilatadora dependente de endotélio no leito arteriolar mesentérico isolado.
Essas alteracGes foram relacionadas com reducao da producéo de NO, aumento da

geracdo de EROs e reducéo da razdo PGI,/TXA; no leito arteriolar mesentérico .

1.5 O Modelo de Obesidade Monogenética Zucker

Existem atualmente diversos modelos de obesidade disponiveis, os quais tém
sido propostos a fim de investigar a patogénese, bem como os aspectos metabdlicos
e vasculares envolvidos nesta condicdo. Os estudos em modelos animais tém sido
bastante Uteis no estabelecimento das causas e consequéncias da obesidade e
podem, também, ter participacdo importante no desenvolvimento de procedimentos
mais efetivos para a prevencéao e o tratamento desta condicéo.

Alguns dos modelos experimentais utilizados ajudaram a esclarecer
caracteristicas monogenéticas da obesidade ®*®. Para se elucidar, por exemplo, o
mecanismo de acdo da leptina e a resisténcia a insulina consequente a alteracdo na
sinalizacdo da leptina, a primeira alteracdo descrita foi uma mutacdo no cromossomo
6, que codifica 0 gene de sintese da leptina, o gene ob. A auséncia de leptina nos
camundongos ob/ob faz com que eles sejam hiperfagicos, diabéticos e obesos °°. Na
ocasido, ganhou forca a hipétese de que a hipoleptinemia pudesse ser a maior
determinante da obesidade. Entretanto, estudos posteriores mostraram que
mutacbes no gene que determina a sintese do receptor de leptina promoviam
aparecimento de resisténcia a insulina, hiperleptinemia e obesidade. Sdo exemplos

destes animais os ratos obesos Zucker (OZRs, fa/fa). Este modelo experimental
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auxiliou no desenvolvimento do conceito de resisténcia a acdo hipotalamica a leptina
67-68.

O rato Zucker (fa/fa) € um dos mais bem conhecidos e mais amplamente
utilizados modelos de obesidade genética. A mutacdo do gene fa que determina a
sintese do receptor de leptina foi descoberta por Zucker e Zucker (1961, 1963) *7,
durante os cruzamentos das matrizes conhecidas como Sherman e Merck M
(linhagem 13M) ®*"°. Os animais eram homozigotos para o alelo fa, que determinava
a sintese de receptores de leptina ndo funcionais (fa/fa) e se tornavam notavelmente
obesos por volta da terceira e da quinta semana de vida. Na décima quarta semana
de idade, a composicao corporal dos OZRs ja era correspondente a 40 % de lipideos
e com 40 semanas eles chegavam a pesar duas vezes mais do que seus
respectivos controles (Lean Zucker rats - LZRs) "*. A obesidade nestes animais é

herdada como uma heranca recessiva mendeliana. Os animais afetados sé&o

70, 72 71

hiperlipémicos, hipercolesterolémicos e hiperinsulinémicos '°, além de
desenvolverem hipertrofia e hiperplasia de adipécitos . Além das alteracdes em
parametros metabdlicos, demonstrou-se que OZRs na fase adulta apresentam
pressdo arterial maior do que os controles . Os ratos que apresentam genotipos
homozigotos dominantes (+/+) ou heterozigotos (fa/+) permanecem magros,
normoglicémicos e normotensos.

A mais valiosa contribuicdo do OZR tem sido sua utilizacdo como modelo de
obesidade humana que se estabelece na fase jovem da vida. Muitos investigadores
tém utilizado este modelo para estudar o desenvolvimento, a etiologia, as patologias
associadas, 0s possiveis tratamentos e os mecanismos envolvidos neste tipo de
obesidade genética considerada de grau severo.

O OZR é significantemente hiperfagico quando comparado ao LZR, jA com 17
dias de vida " e esta diferenca se torna mais significativa durante periodos de rapido

®E importante

crescimento, por exemplo, nas 16 primeiras semanas de vida
considerar que a hiperfagia ndo é necessaria para a expressao do fenotipo obeso
gue OZRs apresentam. Isto € justificado a partir de observacées de que uma das
primeiras alteracdes observadas nos OZRs € o aumento da atividade da enzima
lipase lipoprotéica no tecido adiposo, a qual esta significantemente correlacionada
com aumento da captacdo de triglicerideos pelo tecido adiposo *’. A atividade desta
enzima ja esta elevada em OZRs aos doze dias de vida, periodo onde ainda nao é

possivel identificar visualmente estes animais como obesos e a hiperfagia ainda nao
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é identificada ®. O aumento da atividade da lipase lipoprotéica precede também
outras alteragbes presentes na obesidade em OZRs, tais como 0 aumento da
lipogénese hepética e a hiperinsulinemia .

Ao contréario de seu amplo uso como modelo de obesidade, os OZRs néo tém
sido extensivamente utilizados como modelo de diabetes tipo 2. Isto ocorre muito
provavelmente porque esses animais sdo relativamente normoglicémicos,
desenvolvendo pequenos aumentos na glicemia apenas ocasionalmente . A
resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia ocorrem na fase jovem dos ratos Zucker,
seguida pela evolucdo para o0 prejuizo na capacidade secretéria de insulina. A
hiperglicemia, quando ocorre, se manifesta por volta da décima segunda semana de
idade ™. Porém, a presenca de resisténcia a insulina jA pode ser detectada nos
animais com 6-7 semanas %°, indicando que OZRs, na fase jovem, representam um

modelo normotenso de obesidade e resisténcia a insulina.
1.6 Ativacéo do Sistema Endocanabindide na Obesidade

Diversos estudos tém relatado consistentemente que ocorre aumento da
ativacdo do sistema endocanabindide na obesidade. De fato, o aumento dos niveis
dos canabinoides endégenos anandamida e 2-AG no plasma de individuos obesos
foi correlacionado com adiposidade visceral, sugerindo que o aumento da ativacao
do sistema endocanabindide contribui para a obesidade e as desordens

relacionadas a esta condicdo .

Estas evidéncias foram acompanhadas pelo
desenvolvimento clinico de antagonistas do receptor CB1 para o tratamento da
obesidade ®, dislipidemia , diabetes tipo 2 ® e aterosclerose ®°. Estudos sugeriram
gue a alta eficacia dos antagonistas CB1 na reducdo do peso corporal em animais
obesos e também em humanos € devida ao aumento da atividade do sistema
endocanabindide na obesidade ®°. Isso ocorre por um mecanismo independente da

inibicdo da ingestdo alimentar, e ndo ocorre somente no sistema nervoso central ¥,

mas também nos tecidos periféricos 2% 24 81,

Hormonios como a leptina, que regula a biossintese de endocanabindides no
hipotalamo, tém sido alvos crescentes de investigacdo como possiveis envolvidos na
perda da regulacdo do sistema endocanabinéide na obesidade 8. Demonstrou-se
gue a leptina controla negativamente os niveis de endocanabindéides no tecido

adiposo branco #°. Adicionalmente, em outros tecidos periféricos, a insulina parece
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ter papel importante reduzindo os niveis de endocanabinodides ou aumentando sua
degradacdo em animais que nao apresentam obesidade . Portanto, ndo somente a
resisténcia a leptina, mas também a perda da sensibilidade a insulina pode resultar
em elevacdo dos niveis de endocanabindides. Esse fendmeno parece preceder o
desenvolvimento da obesidade.

Os niveis desregulados de endocanabindides (assim como o0 aumento da
expressao de receptores CB1) podem afetar as acdes bioldgicas que sdo exercidas
por este sistema em varios O6rgaos. Por exemplo, estudos experimentais
demonstraram que a estimulacdo de receptores CB1 pelos compostos canabindides
numerosas respostas fisiolégicas, tais como ingestdo alimentar %. O aumento da
expressdo destes receptores no hipotadlamo pode ndo sO promover ingestao
alimentar e balanco energético positivo, mas também levar a obesidade e as
desordens metabdlicas relacionadas a esta condicao.

Estudos demonstraram ainda que os compostos canabindides estimulam a
atividade da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) no hipotdlamo, o que
poderia explicar seus efeitos orexigénicos. Por outro lado, eles inibem a atividade
desta enzima no figado e tecido adiposo, o que levaria ao acumulo de gordura
nestas regioes, que juntamente com o efeito central, contribuiria para o ganho de
peso e 0 aumento da massa de tecido adiposo branco . A AMPK pertence & familia
de enzimas que sdo ativadas em consequéncia do estresse celular resultante da
deplecdo de trifosfato de adenosina (ATP), agindo assim como reguladora da
homeostase energética celular e sistémica. Os principais efeitos agudos
provenientes da ativacdo da AMPK podem ser resumidos em dois componentes:
supressdo das vias de utilizacdo de ATP, que incluem a sintese de acidos graxos,
glicogénio, colesterol e proteinas; e ativacdo de processos de geracdo de energia
(ATP), que incluem aumento da captacao de glicose, estimulo da oxidacao de acidos
graxos, inibicdo da producéo de glicose, controle da secrecdo de insulina e aumento
da ingestdo alimentar **.

Especificamente no que tange ao tecido adiposo, onde a ativacédo do receptor
CB1 estimula a adipogénese e a lipogénese **, 0 aumento da atividade canabindide
pode contribuir para o acumulo de gordura. Considerando o papel importante da
gordura visceral na génese da resisténcia a insulina, este fenbmeno pode facilitar o

desenvolvimento de diabetes tipo 2 %. Uma vez que a estimulacdo de receptores
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24 este cenario

CBL1 inibe a expressao e a liberacdo de adiponectina por adipécitos
pode ser ainda mais prejudicado na presenca de hiperativacdo do sistema
endocanabindide. Isso ocorre, pois a adiponectina protege a musculatura
esquelética contra a resisténcia a insulina além de inibir a liberacdo e os efeitos
promovidos por citocinas pré-inflamatérias.

No figado, 0 aumento da expresséo de receptores CB1 e também dos niveis
de endocabindides facilita a producéo excessiva de acidos graxos e triglicerideos, os
quais, por sua vez, contribuem para a resisténcia a insulina, para a reducao na razao
HDL/ VLDL colesterol, e para a esteatose hepatica .

O aumento generalizado dos niveis de endocanabindides também aumenta
diretamente os niveis de triacilglicer6is por prejudicar o clearance, mediado pela

apolipoproteina E, de lipoproteinas ricas em triacilglicer6is .

No péancreas, a
consequéncia do aumento da atividade do sistema endocanabindide inclui aumento
da liberac&o de insulina por este tecido ?*. Esta alteracdo, combinada com a reducao
da sensibilidade a insulina, pode levar a hiperglicemia e, eventualmente, a hipertrofia
e morte das células B, contribuindo assim para o desenvolvimento do diabetes tipo 2
88-

Alteracbes na atividade do sistema endocanabindide tém sido descritas em
modelos experimentais de obesidade induzida por dieta e também em modelos
genéticos %" %, No que tange ao modelo experimental de obesidade utilizado no
presente estudo (OZRs), alteracbes na atividade do sistema endocanabindide
também ja foram descritas. Nesse modelo experimental, em que a sinalizacdo
mediada pela leptina esta prejudicada, ndo foi surpresa a observacao dos niveis de
endocanabinbéides permanentemente elevados no tecido que apresenta maiores
niveis de expressao dos receptores para leptina, que € o hipotalamo, onde a leptina
inibe a sintese de endocanabindides ®’. Nestes animais, o tratamento crénico com o
antagonista de receptores canabindides CB1 (o composto rimonabanto) reduziu a
faléncia renal, a disfuncdo da célula beta *° e a esteatose hepatica **. Esses efeitos
ocorreram de modo totalmente independente de seus efeitos sobre a ingestéo
alimentar. De fato, uma observagcdo que merece especial mencao € que o aumento
do gasto energético é o principal mecanismo envolvido na perda de peso induzida
pelo rimonabanto na obesidade. Esse efeito € independente de sua acdo anoréxica.

Estudo recente mostrou também que o0s niveis do agonista canabindide

anandamida encontram-se elevados no pancreas, no figado e no duodeno de OZRs
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% Esses dados, em conjunto, indicam que a hiperatividade persistente do sistema
endocanabindide em tecidos que controlam o balanco energético pode ter, entéo,
papel central ndo s6 no desenvolvimento da obesidade como no surgimento dos
fatores de risco a ela agregados em OZRs. Entretanto, o papel da obesidade sobre
as respostas mediadas por agonistas canabindides no sistema vascular ndo foram

ainda investigados.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo permitem-nos concluir que:

v A obesidade diminui o relaxamento de artérias mesentéricas de resisténcia a

agonistas canabinéides;

v A reducdo da expressédo dos receptores canabinéides CB1 e CB2 em artérias
mesentéricas de OZRs contribui para a reducao do relaxamento a anandamida em
OZRs;

v Embora a expresséo de receptores vanildides (TRPV-1) ndo esteja alterada
em OZRs, h& prejuizo nas vias de sinalizacdo mediadas pela ativacdo destes
receptores, uma vez que a resposta ao agonista deste receptor (capsaicina) esta

reduzida;

v Reducdo da captacdo e aumento da degradacdo de anandamida estédo
presentes em artérias mesentéricas de resisténcia de OZRs e podem ter contribuido

para a reducado do relaxamento a anandamida;

v A fosforilacdo da eNOS, com consequente producdo de NO pelas células
endoteliais, possui papel importante no relaxamento a anandamida em LZRs e
participa do prejuizo no relaxamento a este agonista em OZRs, por ter sua ativacéo

reduzida apos estimulo com anandamida;

v A AMPK é um alvo da anandamida em artérias mesentéricas de resisténcia
de LZRs e, assim como a eNOS, medeia 0 prejuizo no relaxamento a este agonista

em OZRs, por ter sua ativacao reduzida apés estimulo com anandamida,;

v A ERK1/2, embora sofra fosforilacdo frente a estimulo com anandamida, ndo
parece mediar o relaxamento a anandamida em LZRs, porém sua ativacao
aumentada em OZRs contribui para a reducdo do relaxamento a anandamida em

OZRs.
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