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1. RESUMO

Um estilo de vida sedentario e uma dieta rica em hidratos de carbono e gorduras sdo as
principais causas para 0 aumento do numero de casos de obesidade, tornando a sindrome
metabolica num problema de satde mundial. A sindrome metabdlica carateriza-se por uma
combinacédo de alteragfes que incluem a obesidade abdominal, a dislipidemia, a hipertensao
arterial e a insulino-resisténcia (IR) as quais em conjunto, aumentam significativamente o
risco de diabetes tipo 2 e doenca cardiovascular.

A obesidade e a IR estdo associadas a disfuncdo endotelial, que desempenha um papel
fundamental na patologia cardiovascular. Os mecanismos que associam a obesidade, a IR e a
disfungéo endotelial s&o numerosos e complexos. A obesidade geralmente envolve a gordura
visceral, o que conduz a um desequilibrio de produtos metabolicos, hormonais e
adipocitocinas como os &cidos gordos livres em circula¢do, o tumor necrosis factor alpha
(TNF-0) e a adiponectina.

A adiponectina é uma adipocitocina maioritariamente produzida pelo tecido adiposo
que circula em niveis relativamente elevados na corrente sanguinea. Exibe potentes efeitos
anti-inflamatorios e ateroprotetores no tecido vascular, além da sua acéo sensibilizadora para
a insulina nos tecidos periféricos. Os niveis séricos de adiponectina diminuem em estados de
obesidade e demonstrou-se uma associacdo entre os niveis de adiponectina circulante e a
funcdo endotelial. No entanto, 0s mecanismos subjacentes ao efeito benéfico da adiponectina
na funcéo endotelial ndo estdo completamente esclarecidos.

O objetivo deste estudo é investigar os efeitos da adiponectina na disfuncdo endotelial
associada a sindrome metabolica e, caraterizar alguns dos principais mecanismos de agéo
associados. Assim, o0s potenciais beneficios terapéuticos desta adipocitocina no endotélio

vascular serdo avaliados apos administracéo de adiponectina a modelos animais obesos.
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A sindrome metabolica serd analisada em modelos animais obesos, nos quais a
obesidade € induzida com uma dieta rica em gordura (DIO). Serdo avaliados os beneficios
terapéuticos da adiponectina em diferentes marcadores de stress oxidativo sistémicos e na
parede das artérias e os niveis de expressdo de diferentes proteinas associadas ao processo
aterosclerdtico. Avaliaremos o impacto da administracdo de adiponectina nos niveis de
diferentes biomarcadores metabdlicos, hormonais e inflamatorios.

E esperado que na presenca deste composto seja normalizada a disfuncéo endotelial e

substancialmente reduzida a IR e o stress oxidativo.

PALAVRAS-CHAVE: adiponectina, disfuncdo endotelial, sindrome metabdlica, obesidade e

insulino-resisténcia.
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ABSTRACT

A sedentary lifestyle and a diet rich in carbohydrates and fats are the main causes for
the increased incidence of obesity, making metabolic syndrome a worldwide health problem.
Metabolic syndrome is characterized by a combination of changes that include abdominal
obesity, dyslipidemia, hypertension and insulin resistance (IR) which together significantly
increase the risk of type 2 diabetes and cardiovascular disease.

Obesity and IR are associated with endothelial dysfunction that plays a key role in
cardiovascular pathology. The mechanisms linking obesity, IR and endothelial dysfunction
are numerous and complex. Obesity generally involves visceral fat, which leads to an
imbalance of metabolic products, hormones and adipocytokines like free fatty acids in
circulation, tumor necrosis factor-alpha and adiponectin.

Adiponectin is an adipocytokine primarily produced by adipose tissue that circulates at
relatively high levels. It exhibits potent anti-inflammatory and atheroprotective effects in
vascular tissue in addition to its insulin sensitizing action in peripheral tissues. Serum
adiponectin decreases in obesity and an association between circulating adiponectin levels
and the endothelial function has been previously demonstrated. However, the mechanisms
underlying the beneficial effect of adiponectin on endothelial function are not completely
understood.

The aim of this study is to investigate the effects of adiponectin on endothelial
dysfunction associated with metabolic syndrome and characterize some of its major
mechanisms of action. Thus, the potential therapeutic benefits of this adipocytokine on
vascular endothelium will be evaluated after administration of adiponectin to obese animal

models.
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Metabolic syndrome will be evaluated in high-fat diet (DIO) induced obesity (DI1O)
rats. The therapeutic benefits of adiponectin in different systemic and arterial wall oxidative
stress markers and the expression of different proteins associated with atherosclerosis will be
evaluated. The impact of the administration of adiponectin in the levels of different metabolic,
hormonal and inflammatory biomarkers will also be done.

It is expected that, in the presence of this compound, the endothelial dysfunction

returns to normal and that IR is substantially reduced as well as oxidative stress.

KEYWORDS: adiponectin, endothelial dysfunction, metabolic syndrome, obesity and insulin

resistance.
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2. OBJETIVOS

Este projeto tem como principal objetivo investigar os efeitos da adiponectina na
disfungdo endotelial associada & sindrome metabdlica e caraterizar alguns dos principais
mecanismos de ac¢ao associados.

Os objetivos especificos sao:

1. Auvaliar os efeitos terapéuticos da adiponectina em diferentes marcadores de stress
oxidativo sistémico e na parede dos vasos;

2. Quantificar os niveis de expressdo de diferentes proteinas associadas ao processo
aterosclerdtico;

3. Estudar o impacto da administracdo da adiponectina nos niveis de diferentes

biomarcadores metabdlicos, hormonais e inflamatorios.
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3. ESTADO DA ARTE

A moderna dieta ocidental associada a um estilo de vida sedentdrio conduziu a
presente epidemia de obesidade [1]. Atualmente € claro que a presenca de obesidade aumenta
substancialmente o risco de comorbilidades a ela associadas, nomeadamente IR, intolerancia a
glicose, dislipidemia, hipertenséo, entre outras [2]. A associacdo das patologias acima
referidas sdo comummente designadas por sindrome metabdlica [3,4].

O tecido adiposo, além da sua funcdo classica de armazenamento energético,
apresenta-se como um importante 6rgdo com func¢des enddcrinas e imunolégicas [5,6,7,8],
que desempenha um papel importante na integracdo de sinais enddcrinos, metabolicos e
inflamatorios e no controlo da homeostasia energética [6].

Como tecido secretor, o tecido adiposo apresenta algumas carateristicas incomuns: em
vez de confinado a uma localizacdo especifica, é encontrado por todo o organismo em
acumulagdes individuais que ndo comunicam entre si; é constituido por diferentes tipos de
células como adipdcitos maduros, pré-adipdcitos, fibroblastos e macréfagos, sendo que todos,
em maior ou menor grau, tém capacidades secretoras; é heterogéneo nas suas funcdes
metabdlicas, dependendo da sua localizacdo ser visceral ou subcutanea [4].

Na obesidade, o tecido adiposo, particularmente o visceral que se carateriza por
hipertrofia dos adipécitos e infiltracdo de macréfagos, torna-se disfuncional [8], com aumento
da producdo de agentes pro-inflamatdrios, aterogénicos e de substancias vasoconstritoras, que
contribuem para a disfuncéo endotelial, inflamag&o vascular e diminuigéo da adiponectina [9].

O endotélio ¢ uma monocamada continua de células organizadas que funciona na
interface entre o sangue circulante e os tecidos subjacentes [10], possuindo diversas funcdes
[11]. O endotélio produz substancias vasoativas, fatores de crescimento e citocinas e funciona
como um mecanotransdutor que é sensivel ao fluxo sanguineo e a pressdo e modula o ténus

vascular em conformidade. O endotélio ¢ uma fonte de iniUmeros mediadores que modulam o
8
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estado contratil e as respostas proliferativas das celulas musculares lisas, a funcao plaquetaria,
a coagulacdo e a adesdo de mondcitos. A producdo de substancias pelo endotélio pode ser
estimulada por células como os leucdcitos e as plaquetas e, também por forcas fisicas como o
shear stress [10]. Assim, em condices fisiologicas, o endotélio é responsavel pela
manutencdo do ténus vascular e da homeostase, mantendo o fluxo sanguineo laminar,
preservando a fluidez da membrana plasmatica, criando mecanismos anticoagulantes,
inibindo a proliferacéo e migracéo celulares e controlando a resposta inflamatdria [12].

Através da sua funcdo autdcrina/paracrina, o endotélio regula a secrecdo de multiplos
fatores vasodilatadores [6xido nitrico (NO), prostaciclinas, fator hiperpolarizante derivado do
endotélio] e vasoconstritores (endotelinas e angiotensina) [12,13].

O NO é o vasodilatador melhor caraterizado e um dos mais importantes [13]. O NO é
um gas volatil e biologicamente ativo [10]. Tem um tempo de meia vida muito curto [14] e
estd presente em praticamente todos os tecidos devido ao seu baixo peso molecular e as suas
propriedades lipofilicas, que Ihe permitem uma facil difusdo atraves das membranas celulares
[10]. O NO ¢é produzido por acdo da sintase do monéxido de azoto ou Oxido nitrico sintase
(NOS) [10] e tem uma producao e libertacdo basais e uma outra dependente da influéncia de
varios agonistas (acetilcolina, bradicinina, substancia P e serotonina, entre outros) [13].

O endotélio é ainda capaz de produzir e libertar fatores antioxidantes (superdxido
dismutase) e substancias, tais como heparanos, prostaciclinas e peptideos natriuréticos [12].

A disfuncdo endotelial refere-se a um desequilibrio na producdo de mediadores que
regulam o ténus vascular, a agregacdo plaquetaria, a coagulagdo, a fibrindlise e a inflamacéo
[15]. Porém, este termo é frequentemente usado para se referir ao comprometimento do
relaxamento dependente do endotélio, causado pela perda da atividade do NO na parede dos

vasos [16].
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A adiponectina ¢ uma das mais abundantes adipocitocinas [1] produzida
maioritariamente pelo tecido adiposo branco e, de acordo com alguns autores, também pelo
castanho [17].

A adiponectina é uma proteina plasmatica de aproximadamente 30 KDa [6,15,19] e é
constituida por 247 aminoacidos, consistindo em 4 dominios: uma sequéncia amino terminal,
uma regido variavel, um dominio colagenoso (cAd) e um dominio globular no terminal
carboxilico (gAd) [6]. O gene da adiponectina localiza-se no cromossoma 3g27, um locus
associado a suscetibilidade a diabetes mellitus [20,21].

Existem dois subtipos de recetores da adiponectina, Adipo R1 e Adipo R2, que sédo
predominantemente expressos no musculo e no figado, respetivamente. Estes recetores
parecem ter sete dominios transmembranares mas, sdo estrutural e funcionalmente diferentes
dos recetores acoplados a uma proteina G [22]. Os recetores Adipo R1 e Adipo R2 medeiam a
ativacdo da monofosfato de adenosina (AMP) cinase e do peroxixome-proliferator activated
receptor alpha (PPARa) [23].

A adiponectina circula no plasma numa concentracao de 1,9-17 pg/mL [24,25] e a sua
semivida é de 2,5 horas na corrente sanguinea [26]. Os niveis circulantes de adiponectina nao
variam substancialmente no periodo pés-prandial [15]. ConcentracBes mais baixas de
adiponectina sdo encontradas no homem relativamente a mulher [5,15,24], o que podera
refletir um efeito das hormonas sexuais [27]. Os glicocorticoides, os agonistas B-adrenérgicos
e as citocinas como 0 TNF-a e a interleucina (IL) 6 s&o fatores que diminuem a expressao de
adiponectina, enquanto a exposicao ao frio, a adrenalectomia e o insulin-like growth factor 1
(IGF-1) se associam ao aumento da sua expresséo [28,29].

Ao contrario da maioria das proteinas segregadas pelos adipocitos, a concentracdo de
adiponectina diminui na obesidade [5,6,9,15,19,30,31,32,33,34]. Esta correlagdo negativa é

mais evidente na obesidade visceral do que na subcutanea [34].

10
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Uma baixa concentracdo plasmatica de adiponectina causa disfuncdo endotelial [8] e
associa-se a um risco aumentado de doencas cardiovasculares [32], em relacdo, pelo menos
em parte, com as suas propriedades anti-inflamatorias e na sensibilidade dos tecidos a insulina
[1,9].

A diminuicdo da adiponectina parece estar envolvida na IR, hipertensao, aterosclerose,
doenca hepatica ndo alcoolica e esteatohepatite, insuficiéncia cardiaca e inflamacédo das vias
aéreas e no desenvolvimento de alguns tipos de cancro relacionados com a obesidade [9].

Ao nivel dos vasos sanguineos, a adiponectina exerce efeitos vasorrelaxantes [8],
promovendo a vasodilatacdo dependente do endotélio, através da ativacdo da NOS endotelial
(eNOS), aumentando assim, o NO [1,8,9,12,19,35]. Exerce uma acdo protetora do endotélio
contra o stress oxidativo [9], diminuindo a producdo do anido superdxido [15], que é
responsavel pela reducao da biodisponibilidade de NO como resultado do desacoplamento da
eNOS [9]. Por outro lado, o aumento dos niveis do anido superéxido conduz a formacao de
peroxinitrito, que prejudica ainda mais a atividade da eNOS e diminui a producdo de NO [36].
Ainda ao nivel do endotélio, a adiponectina inibe a ativacdo das células endoteliais e a adesdo
dos mondcitos [9,32]. A ativacdo das células endoteliais carateriza-se pelo aumento da
expressao de moléculas de adesdo [molécula de adesdo intercelular -1 (ICAM-1), molécula de
adesdo vascular-1 (VCAM-1) e E-seletina] e pela producdo de citocinas pré-inflamatorias,
nomeadamente 0 TNF-a e as IL1 ¢ IL8 [9]. Este efeito anti-inflamatério da adiponectina nas
células endoteliais, mediado pela inibicdo da formacdo e da acdo do TNF-a [6,33] e pela
inibicdo da IL8 e de moléculas de adesdo, parece ser mediado pela supressdo da ativacdo do
fator nuclear-kB (NF-kB) [6,37,38]. As concentracdes sistémicas de outros marcadores
inflamatdrios, como a proteina C reativa (PCR) e a IL6, estdo também inversamente

correlacionadas com a concentracdo plasmatica da adiponectina [6,38].

11
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A adiponectina possui efeitos anti-aterogénicos [1,6,12,19,30,32,33,39]. Este efeito
parece ser mediado pela inibicdo da ativacdo dos macrdéfagos e da formacdo de células
espumosas [6,9,38]. Os macrofagos ativados internalizam lipoproteinas oxidadas ou glicadas,
transformando-se eles proprios em células espumosas [9]. As citocinas pro-inflamatdrias, que
medeiam a resposta inflamatoria local, séo libertadas pelas células espumosas, amplificando o
processo aterosclerotico [40]. Por outro lado, a adiponectina € capaz de diminuir a
proliferacdo e a migracdo das células musculares lisas vasculares [1,9,15,38]. Os niveis baixos
de adiponectina foram recentemente considerados como um fator independente preditor da
aterosclerose precoce em individuos obesos [41]. Assim, a adiponectina parece atuar como
um mecanismo fundamental que associa a inflamacéo vascular e a aterosclerose [6].

A adiponectina ndo parece atuar primariamente como secretagogo de insulina [6] mas,
a adiponectina é atribuido o aumento da sensibilidade dos tecidos a insulina
[1,6,9,12,30,33,38]. Este efeito € mediado, pelo menos em parte, por um aumento da oxidacao
de acidos gordos via AMP cinase, semelhante a acdo sinalizada pela prépria insulina. Além
disso, a adiponectina diminui a producdo hepatica de glicose, inibindo as enzimas da
gliconeogénese e, por isso, contribui para a reducdo da concentracao plasmatica de glicose
[38,42].

Deste modo, a adiponectina possui acdes pleotrépicas em indmeros processos
metabdlicos e fisioldgicos. Aumentar os niveis plasmaticos de adiponectina podera
corresponder a uma abordagem holistica no combate a mortalidade e morbilidade associadas a

obesidade.

12
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4. TAREFAS

Neste trabalho irdo ser realizadas quatro tarefas de forma a responder aos objetivos

formulados.

4.1. CARATERIZACAO DOS EFEITOS DA ADIPONECTINA NUM MODELO

ANIMAL DE OBESIDADE: ESTUDOS IN VIVO.

RESULTADOS ESPERADOS

Com esta tarefa pretende-se confirmar que a dieta gorda (DG) induz, neste modelo
animal, um aumento do peso corporal, da pressao arterial, do stress oxidativo e da inflamacéo,
da IR e da dislipidemia, tipicas da sindrome metabdlica e que a administracdo de adiponectina

melhora o perfil metabolico, o stress oxidativo e a inflamacao.

DESCRICAO
Neste estudo serdo utilizados ratos Wistar, que se vao dividir em quatro grupos (n=10
por grupo):
i) Wistar — controlo - um grupo de animais Wistar controlo, mantido com racgéo
standard;
i)Wistar — DIO - um grupo de animais Wistar mantido com dieta rica em gorduras
(DG: 20% proteinas, 20% de hidratos de carbono e 60% de gordura) durante 4 meses
(dos 8 aos 12 meses de idade);
iii) Wistar — DIO + adiponectina - um grupo de animais Wistar mantido com dieta
gorda (DG) e ao qual se vai administrar 2.7 g de adiponectina por via subcutanea,
através de uma bomba de infusdo continua (com uma velocidade de 2,5 pL/min),

durante 28 dias antes do sacrificio;
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iv) Wistar — DIO + veiculo - um grupo de animais Wistar mantido com DG e ao qual

se vai administrar a solucao veiculo (bomba infusora).

Os animais serdo mantidos em salas com ventilacao, temperatura (22-24°C) e humidade

(50-60%) adequadas e com ciclos alternados de 12 horas de luz e escurid&o.

Serdo avaliados os seguintes parametros, nos diferentes grupos de animais em estudo:

1. Peso corporal (os animais sdo pesados de manha);

2. Pressdo arterial por pletismografia na artéria caudal utilizando o sistema Rat Tail
Blood Pressure System For Rats and Mice 2000 (Kent Scientific Corporation). Os
animais serdo colocados no interior de um tubo cilindrico de acrilico, encaixando-se a
cauda dos animais num manguito de borracha que € adaptado a regido proximal da
cauda e ligado a um esfigmomandmetro;

3. Prova de tolerancia a glicose: Ap6s um jejum de 15-16 horas, serdo determinados 0s
valores da glicose sanguinea pelo método da glicose-oxidase, utilizando um glicbmetro
e tiras teste reativas compativeis. Depois serd determinada a glicemia aos 30, 60, 90 e
120 minutos ap6s administracdo de glicose por via intra-peritoneal (1,75 g de
glicose/Kg de peso corporal);

4. Lipidos séricos (triglicerideos, colesterol total e HDL): determinacdo por analisador
automatico;

5. Concentragdo sanguinea de adiponectina (ELISA kit, R&D Systems), leptina (ELISA
kit, R&D Systems) e insulina (ELISA kit, Mercodia);

6. Com recurso ao modelo de avaliagdo homeostatica (HOMA), sera quantificado o
indice de IR.

HOMA g = Insulinajejum (LUI/mL) X glicosejejum (Mmol/L) / 22,5

19



Sara Ferreira Pinto Lourenco
Projeto de Investigacéo: Disfuncdo endotelial na obesidade — o papel da adiponectina

7. Marcadores inflamatorios: determinacdo da PCR (ELISA kit, BioVendor);
8. Marcadores de stress oxidativo:

. Oxidacgdo de proteinas: determinacdo dos niveis plasmaticos de grupos carbonilo
(Protein Carbonyl Colorimetric Assay Kit, Cayman Europe);

Peroxidacdo lipidica: determinacdo de isoprostanos [8-lsoprostane enzyme

immunoassay (EIA) Kit, Cayman Europe];

. Oxidacdo do DNA: determinacdo da 8-hidroxidesoxiguanosina (8-hydroxy-2-deoxy
Guanosine EIA Kit, Cayman Europe).
9. Funcdo renal: quantificacdo da creatinina no plasma e na urina (kit Randox

laboratories) para determinacdo da clearance da creatinina.

A colheita de amostras de sangue e urina sera realizada nos diferentes grupos de
animais:

- Recolha de sanque por puncdo cardiaca. Com os animais anestesiados com cloridrato

de quetamina (75mg/kg) e cloridrato de clorpromazina (3mg/kg) intramuscular, o sangue é
colhido para tubos BDVacutainer com e sem EDTA (4,5 mg), de forma a obter,
respetivamente, plasma e soro. De seguida, as amostras sdo centrifugadas a 2500 g a 4°C
durante 10 minutos, aliquotadas e armazenadas a - 80°C.

- Recolha da urina das 24 horas através do recurso a gaiolas metabolicas (Tecniplast).
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4.2. AVALIACAO FUNCIONAL DAS ARTERIAS.

RESULTADOS ESPERADOS
Com esta tarefa pretende-se confirmar que a DG induz, neste modelo animal,
alteracbes na vasodilatagdo dependente e independente do endotélio das artérias aorta e

mesentérias e que a administracdo de adiponectina melhora estes efeitos.

DESCRICAO

Depois de anestesiados e apds a recolha das amostras sanguineas, 0s grupos de
animais apresentados na tarefa 1 sdo sacrificados por deslocamento cervical. As artérias aorta
e mesentérias sdo retiradas cautelosamente de cada animal, sendo limpas de tecido conjuntivo,
de modo a preservar o endotélio (alguns dos segmentos destas artérias sao congelados em
azoto liquido para estudos posteriores).

Os segmentos das artérias sdo suspensos numa camara de perfusdo com capacidade de
5 mL, contendo solucdo de Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢do (mmol/L): NaCl -
118,6; KCI - 4,7; CaCl, - 1,6; NaHCO;3 - 25,0; MgSOq, - 1,18; KH,PO, - 1,18; Glicose - 11,0.
A solucdo é mantida a uma temperatura de 37°C, pH de 7,4 e oxigenada, com uma mistura de
gases contendo 95% de oxigénio e 5% de didxido de carbono. Os anéis vasculares sao
montados entre 0s ganchos de ago inoxidavel em camaras separadas, ligados de um lado a um
suporte e, do outro, a um transdutor de forca (PowerLab). Aplicando uma tenséo de 1g,
distendem-se os anéis, sendo perfundidos de seguida durante 15 minutos.

Posteriormente, 0s segmentos sdo contraidos com fenilefrina (3 uM). Apds a
estabilizacdo da contracdo € estudada a biodisponibilidade de NO por adi¢do cumulativa de
acetilcolina a0 banho de 107°-102 (vasodilatacdo dependente do endotélio), enquanto o
nitroprussiato de sédio ¢ adicionado de forma cumulativa ao banho de 107°-107, para avaliar

a vasodilatacdo independente do endotélio.
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4.3. DETERMINACAO DA EXPRESSAO DA eNOS NAS ARTERIAS.

RESULTADOS ESPERADOS

A eNOS € uma enzima responsavel pela sintese de NO, um potente vasodilatador
endotelial. Com esta tarefa pretende-se observar se existem alteragdes nos niveis desta enzima
nas artérias dos diferentes grupos e se a administracdo de adiponectina aumenta 0s niveis

desta enzima.

DESCRICAO

Os segmentos de endotélio das artérias dos ratos sdo lavados com solucdo salina
fosfatada e arrefecidos em solucdo tamponada contendo (em mM) Tris-HCL 50, NaCl 150,
EDTA 1, &cido etileno-glicol-tetracético 0,1, Nonidet P-40 0,1%, SDS (dodecil sulfato de
sodio) 0,1% e desoxicolato de sodio a 0,5%. Com o intuito de inibir as proteases, adiciona-se
fluoreto de fenilmetilsulfonilo 1mM; aprotinina 10 pg/ml; leupeptina 10 pg/ml e pepstatina
10 pm/ml (Sigma Chemicals).

De seguida, os tecidos sdo homogeneizados e centrifugados a 14000g durante 20
minutos a 4°C, sendo determinadas as proteinas totais sobrenadantes. Ap6s a adicdo de 50 pg
de proteina ao gel SDS-PAGE a 8%, é corrido o eletroblot em membrana de nitrocelulose. Os
blots sdo bloqueados por uma solucdo salina fosfatada tamponada com leite magro, durante
60 minutos e, incubados com anticorpo anti-eNOS ou anti-eNOS fosforilada (Transdution
Laboratory) durante a noite. Ap6s a incubacdo primaria, a membrana é lavada com solucao
salina e novamente incubada, durante 60 minutos, com anticorpos secundarios ligados a uma
fosfatase alcalina. Os imunoblots séo lavados com solugéo salina e incubados com substrato
enzimatico ECF, durante alguns segundos, seguida de secagem da membrana em papel de

filtro. A revelacdo é feita por um sistema de detecdo de western blotting.
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4.4. AVALIACAO DO STRESS OXIDATIVO

RESULTADOS ESPERADOS

O anido superodxido e a nitrotirosina sdo marcadores de stress oxidativo. Assim, com
esta tarefa pretende-se determinar os niveis destas moléculas, confirmando que a DG induz,
neste modelo animal, aumento destes marcadores e avaliar se estas alterac@es sdo reversiveis

com a administragdo de adiponectina.

DESCRICAO

. Determinacéo dos niveis de anido superdxido

Nos segmentos da aorta e artérias mesentérias sdo realizados cortes histologicos com
cerca de 6 um de espessura que depois s@o congelados e ndo fixados. Posteriormente, sdo
incubados com dihidroetidio (DHE) em solucdo salina fosfatada (PBS), durante 30 minutos, a
37°C em cémara humida protegida da luz. O DHE é oxidado pelo anido superdxido,
originando brometo de etidio, que se liga a0 DNA e emite fluorescéncia vermelha.

A detecdo do brometo de etidio é realizada recorrendo a um microscopio de
flurescéncia Bio-Rad MRC-600, equipado com laser kripton/argon, utilizando um filtro de

568nm.

. Determinacao de nitrotirosina

Os cortes histologicos de 6 um de segmentos das artérias sdo descongelados e secos,
seguidos de fixacdo em acetona (-20°C). Posteriormente sdo re-hidratados em PBS até o meio
de montagem (OCT, Shandon Criomatrix, Thermon Electron Corporation) desaparecer. De
sequida, permeabilizam-se em PBS com Triton a 1% durante 10 minutos. O bloqueio das
ligagbes nédo especificas é realizado com recurso a soro de cabra a 10% em PBS a 0,2%

durante 30 minutos.
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Os cortes sdo, entdo, incubados com anticorpo priméario de coelho anti-nitrotirosina
(Upstate Biotechnology), durante 12 horas. De seguida, sdo lavados e incubados com
anticorpo secundario anti-coelho (Molecular Probes), durante 60 minutos. Utilizando um
microscopio de fluorescéncia Bio-Rad MRC — 600, com um filtro de excitacdo 485 nm,

observar-se-4 a fluorescéncia verde indicadora da presenca de nitrotirosina.
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5. ORCAMENTO PREVISTO PARA A EXECUCAO DO PROJETO

Ratos Wistar — 1000 €

Racé&o especial — 3500 €

Adiponectina — 7500 €

Cloridrato de quetamina — 75 €

Cloridrato de clorpromazina—4 €

ELISA kit: adiponectina (R&D Systems) —475 €

ELISA kit: leptina (R&D Systems) — 475 €

ELISA kit: insulina (Mercodia) — 400 €

Creatinina (Randox laboratories) — 40 €

Hs PCR kit — 900 €

Protein Carbonyl Colorimetric Assay Kit (Cayman Europe) — 288 €
8-Isoprostane enzyme immunoassay (EIA) Kit (Cayman Europe) — 324 €
8-hydroxy-2-deoxy Guanosine EIA Kit (Cayman Europe) — 504 €
Fenilefrina — 46,5 €

Acetilcolina — 34,6 €

Nitroprussiato de sodio — 89,7 €

Anticorpo anti-eNOS (Transdution Laboratory) — 400 €

Anticorpo anti-eNOS fosforilada (Transdution Laboratory) — 400 €
Anticorpo primario de coelho anti-nitrotirosina (Upstate Biotechnology) — 350 €
Anticorpo secundario anti-coelho (Amersham Biosciences) — 500 €

Outros reagentes —1500 €

TOTAL: 18 805,8 €
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ABREVIATURAS

AMP — monofosfato de adenosina

DG — dieta gorda

DHE - dihidroetideo

DIO - obesidade induzida pela dieta

EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid

EIA — enzyme immunoassay

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay
eNOS - dxido nitrico sintase endotelial

IGF-1 — insulin-like growth factor 1

IR — insulino-resisténcia

IL —interleucina

NF-kB — factor nuclear - kB

NO - éxido nitrico

NOS — dxido nitrico sintase

PBS - solucéo salina fosfatada

PCR - proteina C reativa

PPARGa. — peroxixome-proliferator activated receptor alpha

TNF-a — tumor necrosis factor alpha
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