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RESUMO

A resisténcia a obesidade estd associada a complexa interacdo de fatores estritos e
ambientais, conferindo a capacidade de ganho de massa e deposicdo de gordura corporal,
mesmo quando ingeridos dietas hipercaldricas. Considerando que existem inimeras
lacunas na literatura sobre os processos metabolicos que explicam a resisténcia a
obesidade, especificamente em relagdo ao estresse oxidativo, o objetivo do estudo foi
investigar se ratos resistentes a obesidade desenvolvem espécies reativas elevadas de
oxigénio no tecido cardiaco. Ratos Wistar foram inicialmente randomizados em dois
grupos: Dieta Padrdo (DP) e Dieta Hiperlipidica (DH). O grupo DH foi ainda dividido
nos grupos Obeso (Ob) e Resistente a Obesidade (ROb) com base no ganho de peso
corporal (1/3 superior para Ob; 1/3 inferior para ROb) ap6s 4 semanas de DH. Os ratos
foram sacrificados na 142 semana, e soro e 6rgdos foram coletados. Avaliagdo nutricional,
perfil alimentar, andlise histoldgica, comorbidades e caracteristicas cardiovasculares
foram determinadas. A massa corporal apresentou diferenca significativa entre 0s grupos
dieta padréo e hiperlipidica na 4% semana do protocolo experimental. Na 42 semana, ap0s
a caracterizacdo da Resisténcia a Obesidade, houve diferenca significativa na massa
corporal entre os grupos C, Ob e ROb. Os grupos Ob e ROb apresentaram aumento
significativo na ingestdo caldrica em relacdo ao C. O grupo Ob apresentou aumento
significativo na massa corporal final, gordura retroperitoneal, somatério dos depositos de
gordura corporal e em espécies reativas de oxigénio, em relacdo aos grupos C e Rob. A
area sob a curva glicémica, o indice de resisténcia a insulina e a glicemia basal foram
elevados no grupo Ob em relacdo ao C. Massa cardiaca total, area seccional transversa
(VE), fragdo de colageno (VE), niveis de colesterol e leptina foram significativamente
elevados nos grupos Ob e Rob em comparacao com o grupo C. A dieta hiperlipidica, em
ratos resistentes a obesidade, promoveu hipertrofia cardiaca sem alteracGes nas espécies
reativas de oxigénio.

Palavras-chave: Resisténcia a obesidade, estresse oxidativo, espécies reativas de
oxigénio, coracdo, dieta hiperlipidica.



ABSTRACT

Resistance to Obesity is associated with the complex interaction of stringent and
environmental factors, conferring the ability to gain mass gain and body fat deposition,
even when eating high-calorie diets. Considering that there are numerous gaps in the
literature on the metabolic processes that explain Resistance to Obesity, specifically in
relation to oxidative stress, the purpose of the study was to investigate whether obesity-
resistant rats develop elevated reactive oxygen species in cardiac tissue. Methods: Wistar
rats were initially randomized into two groups: Control (C) and High-fat diet (HFD). The
HFD group was further divided into the Obese (Ob) and Obesity-Resistant (OR) groups
based on body weight gain (upper 1/3 for Ob; lower 1/3 for OR) after 4 weeks on HFD.
Rats were sacrificed at the 14th week, and serum and organs were collected. Nutritional
assessment, food profiles, histological analysis, comorbidities, and cardiovascular
characteristics were determined. Results: Body mass showed a significant difference
between the standard diet and high-fat diet groups in the 4th week of the experimental
protocol, characterizing obesity. In the 4th week, after the characterization of Resistance
to Obesity, there was a significant difference in body mass between groups C, Ob and
ROb. Ob and ROb groups showed a significant increase in caloric intake in relation to the
C. Ob group showed a significant increase in final body mass, retroperitoneal fat pad,
sum of corporal fat deposits and in reactive oxygen species, in relation to groups C and
Rob. The area under the glycemic curve (AUC), the insulin resistance index and the
baseline blood glucose were increased in the Ob group compared to the C group. Total
cardiac mass, cross-sectional area (LV), collagen fraction (LV), cholesterol and leptin
levels were significantly higher in the Ob and Rob groups compared to the C group. The
high-fat diet, in obesity-resistant rats, promoted cardiac hypertrophy without reactive
oxygen species alterations.

Keywords: Obesity-resistant, oxidative stress, reactive oxygen species, heart, high-fat
diet.
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1 INTRODUCAO

Quando humanos e animais ingerem dietas ricas em gordura, os achados mostram
que, em sua maioria, ocorre 0 aumento da massa corporal com consequente elevacao da
adiposidade, denominados de individuos propensos a obesidade (Ob) (BUETTNER et.al.,
2007; LIN et. al. 2000). Em contrapartida, alguns individuos alimentados com essa
mesma dieta, caracterizados como resistentes a obesidade (ROb), ganham menos massa
corporal do que aqueles propensos a obesidade (Ob) (HUANG et.al., 2003; LEVIN &
KEESEY, 1998).

A utilizacdo de modelos experimentais para o entendimento dos fatores
comportamentais e vias metabolicas na condicéo de resisténcia a obesidade, esta presente
em muitos estudos sobre o assunto (SIMONCIC etal.,2011; SMITH et. al., 2014; LU et.
al. 2021; PORET et. al., 2021). Alguns protocolos usam ratos e camundongos com
modificagdo genética (SIMONCIC et al., 2011; PORET et. al., 2021), outros utilizam a
identificacdo de fendtipos magros em cepas de animais alimentados com dieta
hiperlipidica e/ou hipercalorica (SMITH et. al., 2014; LU et. al. 2021). Sendo que, na
maioria dos estudos, a identificacdo da Resisténcia a Obesidade ocorre por meio de dietas,
a qual aponta para uma maior aproximacdo das caracteristicas humanas (MADSEN et.
al., 2010), pois, fen6tipos magros sdao observados somente em uma parte dos individuos,
mesmo que todos tenham padrBes alimentares e pratica de atividade fisica equivalentes
(JACKMAN; MACLEAN & BESSESEN, 2010).

O estresse oxidativo € um processo que ocorre um desequilibrio homeostatico
entre compostos oxidantes e antioxidantes, apresentando como resultado o acumulo de
radicais livres, dentre eles as EROs, os quais podem afetar as fungdes bioldgicas das
células acometidas. (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004). Esse acometimento esta
associado a obesidade, sindrome metabdlica, resisténcia a insulina, cancer, doencas
neurodegenerativas e cardiovasculares (MELLOR; RITCHIE; DELBRIDGE, 2010;
LUSHCHAK, 2014).

Dentro desse contexto, animais submetidos as dietas hipercaloricas com
percentual maior que 40% de gordura, apresentam desregulagdo no metabolismo
energético, desenvolvendo ap6s um longo periodo, aumento da adiposidade corporal
como alteragdes no depdsito de gordura e hiperfagia, assim como resisténcia a insulina e
inflamacdo sistémica (MAIOLI et al., 2016; SHADEL & HORVATH, 2015). Estudos

tém evidenciado que a ingestdo elevada de uma dieta hiperlipidica promove & producéao



excessiva especies reativas de oxigénio (EROs) e induz estresse oxidativo (MILAGRO
et. al., 2006; YU et al., 2019), causando danos as mitocdndrias, bem como disturbios no
metabolismo (ROSINI; SILVA; MORAES, 2012). Esses fatores levam ao estresse
oxidativo e a resisténcia a insulina no tecido cardiaco, gerando aumento de leptina,
insulina, triglicerideos e glicose na circulacdo sanguinea, acarretando um desequilibrio
do sistema redox formando o estresse oxidativo(BUETTNER et.al., 2000).

A literatura sugere uma relacéo estreita entre a Obesidade e o Estresse Oxidativo
(FAINE et al., 2002; NOVELLI et al., 2002; BURNEIKO et al., 2006; HUNTER et al.,
2017; YU et al., 2018). Como exemplo a hiperglicemia (MENON et. al., 2004), niveis
elevados de lipidio tecidual (FURUKAWA et. al., 2017), defesa antioxidante insuficiente
(ANDERSEN et. al., 2006) e inflamag&o cronica (MARTINEZ et al.,2006), entre outros.

Radicais livres sdo naturalmente gerados como resposta ao metabolismo celular
do oxigénio, e quando em producdo moderada, sd0 essenciais para 0 organismo,
regulando a fungdo mitocondrial e a sinalizagdo celular (BARBOSA et al., 2010;
FERREIRA & ABREU, 2007). O sistema antioxidante é um sistema de defesa, no qual,
tem a funcdo de inibir e/ou reduzir danos causados por radicais livres em excesso,
mantendo a homeostase celular. A defesa antioxidante enzimaética inclui as enzimas
Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx)
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Essa situacdo promove o equilibrio nas
condicdes de transcricdo e no sistema antioxidante, porém, quando de forma exacerbada,
pode causar danos oxidativos nas estruturas celulares, lipidios (peroxidacéo lipidica) e
proteinas (carbonilacdo proteica e quebra de grupos sulfidrila), alterando suas funcdes
com consequente estresse oxidativo (FARIAS et al., 2013; MANGGE et al., 2014;
USMAN & VOLPI, 2018).

Alteracdes cardiometabdlicas que advém do estresse oxidativo sdo relacionados a
uma reducdo da funcdo contrétil, fibrose e remodelamento cardiaco (PANTH; PAUDEL;
PARAJULLI, 2016). Essas alteracdes patoldgicas sdo acometidas por meio da peroxidacao
lipidica, oxidacdo de proteinas, danos no DNA, disfuncdo celular, proliferacdo de
fibroblastos, ativagdo de metaloproteinases, alteracGes no transporte de calcio intracelular
e ativacdo de vias de sinalizacao hipertréfica (AZEVEDO et. al., 2015; VELLOSA et. al.,
2021).

Considerando as alteragdes no tecido cardiaco decorrente do estresse oxidativo, a
literatura tem demonstrado disfuncdo do endotélio com aumento da atividade

inflamatdria, a qual pode causar aterosclerose e insuficiéncia cardiaca (CAMERA et al.,



2019; DOROSZKO et al., 2018). Além disso, estudos mostram que o aumento das EROs
gera aumento do risco de doencas cardiovasculares (MALEKMOHAMMAD et al.,
2019).

Através do conhecimento sobre a diferenca entre animais resistentes e propensos
a obesidade, estudos estdo sendo realizados, onde apontam que animais Ob sdo mais
propensos ao ganho de peso, devido ao baixo consumo energético, indo de contraste aos
animais ROb, ao qual, usam mais gordura e consomem mais energia (com o aumento do
gasto energético através da melhora da atividade antioxidante mitocondrial), em estagios
iniciais de consumo da dieta hiperlipidica (DH) (Howard et al., 1991; LU et al., 2021).
Além disso, ratos ROb apresentam provavel capacidade cardioprotetora, pois, apesar da
dieta hipercalédrica, ndo foi suficiente para o acometimento de doencas cardiometabdlicas
(PORET et al., 2019; PIMENTEL CORDEIRO et al., 2022).

Apesar das diferencas moleculares existentes entre 0s grupos propenso e
resistentes & obesidade mostrados em estudos fisiologicos e neuromodulagdo (KOTZ et.
al., 2008), ainda existem poucos estudos que mostrem a diferenca na condicdo de
homeostase redox mitocondrial e no metabolismo energético entre esses dois grupos (LU
et. al., 2021). Ademais, o desenvolvimento ou auséncia de estresse oxidativo cardiaco na
condigdo de Resisténcia a Obesidade s&o escassos, bem como ha caréncia de informagdes
consistentes sobre as possiveis vias sinalizadoras envolvidas nesse processo.

Diante desse contexto, a proposta do estudo foi investigar se ratos ROb

desenvolvem elevacdo de EROs e biomarcadores de estresse oxidativo no tecido cardiaco.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Radicais Livres

A geracdo de radicais livres ocorre, principalmente, nas mitocondrias, membranas
celulares e no citoplasma. Esses mecanismos podem, especialmente, serem favorecidos
pelos ions ferro e cobre. A principal fonte geradora de radicais livres é a mitocondria por
meio da cadeia transportadora de elétrons (KOURY & DONANGELO, 2003; GREEN;
BRAND; MURPHY, 2004).

Os organismos aerébios metabolizam em condices fisioldgicas cerca de 85% a
90% do oxigénio (O2) consumido na mitocondria, por meio da cadeia transportadora de
elétrons. O restante, 10% a 15%, sdo utilizados por diversas enzimas oxidases e
oxigenases, além de reacbes quimicas de oxidacao direta (SCHNEIDER & OLIVEIRA,
2004).

Na mitocondria, o Oz sofre reducdo tetravalente, aceitando quatro elétrons com
consequente formacdo de dgua; a citocromo oxidase é a enzima catalisadora dessa reacao.
Na parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, essa enzima oxida quatro
moléculas de citocromo c, removendo um elétron de cada uma delas. Quando esses
elétrons sdo pareados com o O, ocorre a formacdo da dgua (H20). A citocromo oxidase
controla a geracdo de radicais livres, impedindo sua producdo excessiva na mitocondria.
Todavia, entorno de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocondrias sdo desviados
para outra via metabdlica, sendo reduzidos de forma univalente e, originando os radicais
livres (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; KOURY & DONANGELO, 2003;
SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004).

Decorrente da reducédo univalente do O, sdo gerados os radicais superdxido (O
*), hidroxila (OHe) e, ainda, peroxido de hidrogénio (H20). Esse processo
ocorremediante reacdes especificas, catalisadas por enzimas e com a participacéo dos ions
ferro e de cobre. O H.O3, apesar de ndo ser um radical livre, € uma espécie com alto
potencial reativo, uma vez que ndo possui um elétron desemparelhado em sua ultima
camada. Assim, por participar da geracdo de OHe, tem acdo deletéria potencial, sendo o
mais reativo dos radicais livres, pois pode alterar qualquer estrutura celular que esteja em
suas proximidades. O H.O;, diferente dos radicais livres, possui vida longa e apresenta
capacidade de de atravessar as membranas celulares, se tornando potencialmente toxico

para as celulas. Esta condi¢do de toxicidade pode ser aumentada, dez mil vezes, pela



presenca de ferro (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER & OLIVEIRA,
2004).

Além do O participar de reagdes de geragdo de OHe, pode também gerar a espécie
reativa de nitrogénio, peroxinitrito (ONOO), por meio da reacdo com o radical livre 6xido
nitrico (NO¢) (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004; SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004).

Nas reacOes de Oxido-reducéo, os ions ferro e cobre sdo muito ativos e os
capacitam como potentes catalisadores das reacOes de geracdo de radicais livres. A
participacdo desses metais acontece por meio das reacdes de Fenton e Haber-Weiss. Na
reagdo de Fenton ocorre a gerac¢do do radical OHe, por meio do H202; na reacdo de Haber-
Weiss, estes jons catalisam a reagdo entre 0 H202 e o radical Oze, gerando também o
radical OHe (KOURY & DONANGELO, 2003; SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004).

Nas membranas celulares os acidos graxos poliinsaturados as transformam em
potentes geradoras de radicais livres, alcoxila (LOe¢) e peroxila (LO2¢), por meio da
lipoperoxidagdo. O radical OHe desempenha papel importante na lipoperoxidagdo, pois
retira um &tomo de hidrogénio dos acidos graxos poliinsaturados da membrana celular,
sendo considerado assim, o principal iniciador deste processo (WELCH et al., 2002).
Porém, um fator determinante é a participacdo do ferro, levando em conta a importancia
da equidade molar existente entre Fe3*/ Fe?*, para possibilitar a iniciacdo desse processo.
Os ions ferro catalizam os hidroperoxidos lipidicos (LOOH) em radicais LOe e LO> -,
que, por terem um potencial reativos, iniciam uma nova cadeia de reacdes, podendo ser
rapidas ou lentas, de acordo com a valéncia do ferro (FERREIRA & MATSUBARA,
1997).

Outra importante fonte de radicais livres sdo as enzimas oxidases, entre elas, a
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidase (NADPH). Sdo proteinas
transmembrana que tém o objetivo de transferir os elétrons através das membranas
celulares. Geralmente, o receptor de elétrons é o oxigénio e, em decorréncia desse
processo, gera-se o radical O.¢. Essas enzimas existem em pelo menos seis isoformas, ao
qual se diferem de acordo com local de expressdo e co-fatores necessarios para a sua
ativacdo (BEDARD & KRAUSE, 2007).

2.2 Estresse Oxidativo

A oxidacdo € um processo metabdlico que permite ao sistema celular converter
potencial energético de particulas assimilaveis em energia utilizavel e necessaria para
atividades essenciais das células (OLIVEIRA et al., 2009).
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As EROs sdo moléculas capazes de reagir no organismo e, consequentemente,
interferir nos processos bioldgicos e fisiologicos. Podem se formar de diferentes formas,
entre elas, durante a reducdo do oxigénio a 4gua na cadeia de transporte de elétrons na
mitocondria. A capacidade destas espécies em ocasionar danos depende da caracterizacao
do tipo de radical e das moléculas que estdo sendo atingidas (HALLIWELL, 2012).

A formagdo dos EROs também ocorre durante os processos metabolicos normais
ou patogénicos ou séo provenientes de fontes exdgenas fisicas e quimicas. Além de atuar
como mediadores da transferéncia de elétrons, essas espécies atuam em VAarios processos
bioquimicos, como a fagocitose, fendmeno em que EROs, H.O2, monoxido de cloro (CIO
)e O, séo produzidas para eliminar o agente agressor por oxidagdo (OLIVEIRA et al.,
2009).

No metabolismo celular normal existe a producéo constante de EROs, no entanto,
em condi¢cBes com alta producdo de EROs, ocorre acdes deletérias em todos os
componentes celulares. Os radicais livres e demais moléculas que surgem em funcéao das
acOes oxidativas nos sistemas bioldgicos sdo denominados de EROs. Para se protegerem
contra oxidacdes os organismos dispdem de mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos
(ISSA; VOLATE; WARGOVICH; 2006).

O sistema enzimaético € o primeiro a agir, evitando o acumulo de anion radical
superoxido e do perdxido de hidrogénio. Quanto antioxidantes ndo enzimaticos, devem-
se incluir algumas vitaminas (C, E e A), outros produtos naturais (ex. carotenoides,
flavonoides, outros polifenois, furanoides etidis) e produtos sintéticos (ex.: Ebselen, N-
acetilcisteina e Trolox). E interessante notar que espécies carbonilicas no estado triplete,
produzidas na termolise de dioxetanos e dismutacdo de radicais alcoxilas e peroxilas,
formadas com altos rendimentos durante a peroxidacdo lipidica e outras oxidacdes
bioldgicas, tém sido negligenciadas na literatura apesar de, in vitro, terem exibido
reatividade similar a de radicais alcoxila (OLIVEIRA et al., 2009).

O excesso de EROs e especies reativas de nitrogénio (ERNs) no organismo €
combatido de forma eficaz por antioxidantes, que podem ser produzidos pelo corpo ou
absorvidos por meio da alimentacdo. Dentro desse contexto, promovem a neutralizagéo
das camadas com elétrons desemparelhados por meio da remoc¢édo ou adicdo de elétrons
de acordo com a necessidade para a estabilizacdo do atomo ou molécula (KHANSARI;
SHAKIBA; MAHMOUDI, 2009). O consumo exagerado de gorduras, tabaco e alcool,
assim como a exposic¢ao constante a poluicdo ou a condi¢des de estresse, aumentam a

formacdo de espécies reativas. Consequentemente, o balango existente entre
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antioxidantes, EROs e ERNs é quebrado, surgindo o estresse oxidativo, o qual esta
associado a fisiopatologia de varias doengas (LOBO; MIORELLI; ROCHA, 2006).

2.2.1 Marcadores do Estresse oxidativo

Quando a producéo de radicais livres e/ou espécies reativas supera a capacidade
de acdo dos antioxidantes, hd o favorecimento da oxidacdo de biomoléculas, gerando
metabolitos especificos, 0s quais sdo denominados de marcadores do estresse oxidativo.
Tais marcadores sdo derivados, sobretudo, da oxidacdo de lipideos, proteinas e acido
desoxirribonucléico (DNA), sendo os primeiros os de maior expressdo (APAIJALI et al.,
2019; BUETTNER et al., 2000; GUAN & LAN, 2018). Outra forma de avaliagcdo do
estresse oxidativo € a que emprega métodos indiretos, baseados na capacidade
antioxidante (HUANG & PRIOR, 2005).

Cada vez h& maior evidéncia cientifica de que o estresse oxidativo desencadeia
relevantes implicagdes sobre os mecanismos que culminam com o desenvolvimento da
sindrome metabodlica (FURUKAWA et al., 2017).

2.2.2 Estresse oxidativo, Obesidade e Coracéo

A literatura tem mostrado que no coracgdo de individuos obesos sdo observadas as
seguintes caracteristicas metabdlicas, entre elas,: captacdo de acidos graxos e a oxidagédo
de acidos graxos aumentadas, assim como o0s niveis de triacilglicerol e acidos graxos
livres circulantes (AGL) e intramiocérdicos; em contrapartida, captacdo e oxidacdo de
glicose reduzidos (LOPASCHUK et al., 2010, inserir mais uma referéncia). Apesar da
reducdo da captacdo de glicose, ha aumento do fluxo através das vias acessorias do
metabolismo da glicose, como a via do poliol ou a via biossintética da hexosamina
(KOLWICZ; PUROHIT; TIAN, 2013).

No coragdo saudavel, a utilizacdo de &cidos graxos livres e glicose € bem
equilibrada, possibilitando que o coracdo alterne entre as fontes de energia de acordo com
sua disponibilidade e em resposta a estimulos ambientais. 1sso proporciona ao coragdo
um alto grau de flexibilidade na utilizag&o do substrato (COLE et. al., 2011).

A incapacidade do coracdo obeso de usar adequadamente a glicose resulta em
dependéncia da oxidacdo de acidos graxos e reducdo da flexibilidade metabdlica. A

ineficiéncia cardiaca concomitante estd relacionada ao aumento do desacoplamento
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mitocondrial induzido por acidos graxos, bem como a baixa eficiéncia de utilizacdo de
oxigénio (O2) da oxidacdo de &cidos graxos, resultando em diminui¢do da producdo de
trifosfato de adenosina (ATP) apesar da oxidacdo do combustivel (COLE et al., 2011).

Alteracdes metabolicas observadas no coragcdo obeso como aumento da oxidagédo
de 4&cidos graxos, disfuncdo mitocondrial, auto-oxidacdo da glicose, metabolismo
prejudicado do poliol ou aumento do metabolismo da hexosamina, podem causar aumento
da liberacdo de EROs. Assim, as EROs geradas por metabolitos desempenham papel
importante no desenvolvimento de varias complicacfes cardiovasculares relacionadas a
obesidade (NIEMANN et al., 2017).

2.2.3 Fatores Metabolicos Envolvidos no Estresse Oxidativo e na Obesidade

A obesidade resulta em distdrbios da biogénese e funcdo mitocondrial (complexo
da cadeia respiratéria 1), que ocorre prematuramente em pacientes mais jovens com
obesidade (NIEMANN et al., 2011).

A superproducdo de superdxido induzida por hiperglicemia pela cadeia
transportadora de elétrons (CTE) é reconhecida como uma das principais causas das
complicacgdes clinicas associadas ao diabetes e a obesidade (BROWNLEE, 2011). De
fato, o aumento da liberacdo de EROs mitocondrial resulta em sensibilidade a insulina
completamente preservada, apesar da ingesta de uma dieta rica em gordura (ANDERSON
etal., 2009; SEIFERT et al., 2010).

A superproducdo mitocondrial de EROs induzida por hiperglicemia ativa quatro
vias principais envolvidas na patogénese de complicac¢Ges cardiovasculares, incluindo o
aumento da producdo de produtos finais de glicacdo avangada, a via do poliol, a via da
hexosamina e a transducdo de sinal dependente da proteina C quinase (BROWNLEE,
2011). A producdo de EROs mitocondrial pode ser bloqueada por certos inibidores de
CTE ou agentes de desacoplamento (NISHIKAWA et al., 2000).

Proteinas desacopladoras (UCPs) como UCP2 e UCP3, sdo as principais
isoformas de UCP cardiaca humana (DE FARIAS et al., 2013), e podem dissipar o
gradiente eletroquimico e, assim, atenuar a producéo de EROs a custa da diminuicéo da
eficiéncia cardiaca (BRAND & ESTEVES, 2005). A regulacdo positiva de UCP2 e/ou
UCP3 cardiaca foi relatada em alguns, mas ndo em todos os estudos usando modelos preé-
clinicos de obesidade (BOUDINA et al., 2007).
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As EROs mitocondriais também prejudicam a respiracdo mitocondrial por meio
de modificacbes pds-traducionais oxidativas dos complexos | e 1l da CTE, enquanto a
eliminacdo de EROs mitocondriais inibiu a hipertrofia cardiaca e melhorou a funcéo
diastélica em um modelo pré-clinico de obesidade (SVERDLOV et al., 2016). Os
mecanismos moleculares que associam as EROs com hipertrofia cardiaca e disfuncao
diastolica incluem modificagdo oxidativa e inibicdo da ATPase de célcio do reticulo
sarcoplasmético e comprometimento da funcdo do complexo Il através de modificacdo
pos-traducional oxidativa (SVERDLOV et al., 2016; QIN et al., 2014; SVERDLOV et
al., 2015).

Além das interagBes alostéricas que modulam as atividades enzimaéticas,
intermediarios metabdlicos, como a acetil coenzima A ou as EROs, estdo envolvidos no
controle do equilibrio entre a oxidacao da glicose e dos &cidos graxos. A acetilacdo in
vitro das mitocondrias cardiacas aumenta a producdo de EROs e inibe a oxidacdo do
piruvato (VADVALKAR et al., 2013), sugerindo que a acetilacdo das proteinas
mitocondriais também esta envolvida na modulagdo da flexibilidade metabdlica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Investigar o estresse oxidativo cardiaco na condi¢do de Resisténcia a Obesidade.

3.2 Objetivos Especificos
v' Investigar as caracteristicas nutricionais de ratos resistentes a obesidade;
v" Auvaliar a composicéo corporal de ratos resistentes a obesidade;

v' Investigar as caracteristicas morfoldgicas cardiacas de ratos resistentes a
obesidade;

v" Investigar o estresse oxidativo de ratos resistentes a obesidade;



15

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Apls 0 nascimento, 0s animais permaneceram no Biotério Central da
Universidade Federal do Espirito Santo até o desmame, sendo posteriormente transferidos
para o Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica Experimental (LAFIBE).

Ratos Wistar, machos (= 45 dias), foram mantidos em gaiolas individuais de
polipropileno com tampas de arame cromado e forradas com maravalha de Pinus, ciclo
invertido de iluminacdo (12 horas claro/escuro), temperatura (24 £+ 2°C) e a umidade (55
* 5%) controladas. Os procedimentos foram realizados de acordo com a legislacédo do
“Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal (CONCEA)” e aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Experimentacdo Cientifica (CEUA) da
Universidade Federal do Espirito Santo, sob numero 53/2019 (ANEXO I).

4.2 Delineamento Experimental

O protocolo experimental (resumido na Figura 1) envolveu a utilizacdo de 71
animais, 0s quais passaram por um periodo de 7 dias de aclimatacdo a dieta e a gaiola
funcional. Apos este periodo, os ratos foram distribuidos em dois grupos 1) alimentados
com dieta padrdo (DP, n=35), 2) alimentados com dieta hiperlipidica (DH, n= 36), sendo
expostos ao protocolo experimental de acordo com o tipo de dieta ofertada (padrdo ou

hiperlipidica) por 14 semanas.

RATOS WISTAR (n=71)

ACLIMATAGAOD

(7 DIAS)

INDUCAO A OBESIDADE DIETA PADRAO (DP DIETA HIPERLIPIDICA

i (4 semanas) (DH)
14 SEMANAS ’ N s S— J---mmm e
DE PROTOCOLO | N O\ .o . 1
1
! CARACTERIZACAO DA N
i ; RESISTENTE A
! RESISTENCIA A OBESIDADE CONTROLE (C) OBESIDADE (ROb) OBESO (Ob)
! (10 semanas)

Figura 1. Representacéo esquematica do delineamento experimental.



16

O protocolo experimental foi dividido em dois momentos:

° - Inducdo a obesidade e redistribuicdo dos grupos: 4 semanas de inducdo a

obesidade e redistribui¢do dos grupos. O periodo denominado de inducéo a obesidade foi
realizado com intuito de verificar diferenca estatistica na massa corporal entre 0s grupos
experimentais DP e DH. Esse momento foi caracterizado como inicio da obesidade.

2° - Caracterizacdo da resisténcia a obesidade: 10 semanas de exposi¢do a dieta,

com o0s grupos sendo redistribuidos em Controle (C), Obeso (Ob) e Resistente a
Obesidade (ROb). Assim, com o intuito de redistribuicdo dos grupos experimentais, foi
utilizado o critério do tercil a partir da massa corporal; 0 qual consistiu na organizacao
dos animais de cada grupo em ordem crescente de massa corporal, sendo identificado o
ponto de corte nos animais da seguinte forma: menor massa corporal, massas corporais
intermediarias e animais com maior massa corporal. Desse modo, dos animais
alimentados com DP, (n = 07) o tercil inferior de animais que apresentaram menor massa
corporal, constituiu o grupo Controle (C). Os demais animais da dieta DP, foram
denominados Falsos Controles (FC), tercil superior, e foram excluidos do estudo. Dos
ratos alimentados com DH, 12 animais apresentaram menor massa corporal e foram
classificados como Resistente a Obesidade (ROb) e 12 animais com maior massa corporal
tornaram-se o grupo (Ob); os animais com massas corporais intermediarias foram
excluidos do estudo, conforme descrito na Figura 2. Contudo, para 0 nosso estudo

optamos por sortear 7 animais de cada grupo.

- DIETA DIETA
LAty HIPERLIPIDICA DIETA PADRAO HIPERLIPIDICA
[ ] 600— 600 —
]
—~ = Tercil superior = OBESO (Ob)
=| 500 500 —
[~
o
&
o
a
& 300 300 — RESISTENTE
= Tercil Inferior = CONTROLE (C) A OBESIDADE
v 200 - 200 - (Rok)

Figura 2. Representacao esquematica do critério de redistribuicio dos grupos a partir
do tercil obtido da massa corporal.
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Ao final da 142 semana foram realizadas analises in vivo e, posteriormente, pos
mortem. Para a coleta de amostras, 0s animais permaneceram em jejum por 12 a 15 horas,
sendo apos esse periodo heparinizados (500U/kg/ intraperitoneal; Hepamax-S®, Blau
Farmacéutica S.A, Cotia, Sdo Paulo, Brasil), anestesiados com cloridrato de ketamina (50
mg/kg/intraperitoneal; Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda. -Divisdo Vetbrands,
Jacarei, S8o Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ intraperitoneal;
Anasedan®, Sespo Industria Comércio Ltda. - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo,
Brasil); quando o animal ndo apresentava um plano anestésico adequado para a
intervencdo cirdrgica, era administrado uma dose Unica mais alta (20 a 30% da dose incial
dos anestésicos) (FREEMAN e LUFF, 1982).

Ap0s a eutanasia, os animais foram submetidos a toracotomia mediana, amostras
de sangue foram coletadas e o soro armazenado a -80°C, apds separacdo por centrifugacéo
a 10.000 rpm por 10 minutos (Heraeus Megafuge 16R Centrifuge, Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA). Foram retirados e pesados os tecidos adiposos epididimal,
retroperitoneal e visceral, bem como o coracdo. O ventriculo esquerdo (VE) foi separado

e, apds pesagem, armazenado em freezer a -80° C para andlises posteriores.

4.3 Composicao das Dietas

As racdes ofertadas foram produzidas pela empresa PragSolugdes Biociéncias®
(Jad, Séo Paulo, Brasil), sendo a composicdo dos nutrientes detalhada na Tabela 1. Os
animais DP (incluindo o grupo C) receberam dieta padrdo (AIN-93) para roedores.
Animais do grupo DH (incluindo os grupos Ob e ROb) foram alimentados com dieta

hiperlipidica.
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Tabela 1. Composicao e valores de macronutrientes das dietas

Dietas

Componentes (g/kg) DP (AIN - 93) DH
Amido de Milho 465 271
Caseina 140 170
Amido dextrinizado 155 155
Sacarose 100 60
Oleo de soja 40 28
Celulose 50 50
Mix Vitaminico 10 10
Mix Mineral 35 35
L-Cistina 10 10
Bitartarato de Colina 2.5 2.5
Banha - 21.5
Total 1000 1000
Macronutrientes (%)

Carboidratos 14.7 14.1
Proteinas 75.8 40.4
Lipidios 9.47 45.4

4.4 Avaliacdo Nutricional e Perfil Alimentar

A avaliacdo nutricional foi determinada pela analise da massa e gordura corporal,
bem como o indice de adiposidade, parametros utilizados para caracterizar a obesidade
experimental. A massa corporal dos animais foi aferida semanalmente, utilizando-se
balanca digital Edutec (Inca Tecnologia de Produtos e Servigos Ltda., Brasil). A
quantidade de gordura corporal foi determinada a partir da somatéria dos depoésitos de
gordura epididimal, retroperitoneal e visceral. O indice de adiposidade foi calculado,
dividindo-se a gordura corporal pela massa corporal final, multiplicado por 100 (ROLLS
e SHIDE, 1992; TAYLOR e PHILLIPS, 1996).

O perfil alimentar foi avaliado a partir do consumo alimentar, ingestao caldrica e
eficiéncia alimentar. Diariamente, os ratos receberam 40 g de racdo e ap0s 24 horas a
quantidade de racdo ndo consumida foi mensurada. O consumo alimentar diario foi
calculado a partir da subtracéo desses valores (40g - quantidade ndo consumida). A oferta
de agua foi ad libitum. A ingestéo calorica foi calculada pelo consumo alimentar diario
multiplicado pelo valor calérico de cada dieta (g x kcal) (KOCH etal., 2014). A eficiéncia

alimentar (EA) foi calculada para andlise da capacidade de conversdo da energia
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consumida em massa corporal, dividindo o ganho de massa corporal total dos animais (g)
pela energia total ingerida (Kcal) (IRVING et al., 2009; KIM et al., 2000).

4.5 Comorbidades

A determinacdo das alteracGes hemodinamicas, metabolicas e bioquimicas nos
grupos experimentais foi realizada pela analise do teste de tolerancia a glicose e perfil
lipidico conforme técnicas descritas abaixo:

45.1 Teste de tolerancia a glicose

O perfil glicémico dos animais foi avaliado ap6s jejum de 6 horas, sendo
analisados os niveis glicémicos em condicdes basais e apds sobrecarga intraperitoneal de
25% de glicose (Sigma-Aldrich, ® St Louis, MO, USA), equivalente a 2 g/kg
(AKIYAMA et al., 1996). As amostras sanguineas foram coletadas da ponta da cauda dos
animais nos momentos 0, considerado condi¢do basal, e ap6s 30, 60, 90 e 120 minutos da
infusdo da glicose. A mensuracdo dos niveis glicémicos foi realizada com glicosimetro
portatil Accu-Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda., Sdo Paulo, Brasil). A
tolerancia a glicose foi avaliada pela &rea sob a curva (ASC) para glicose.

452 HOMA-IR

O indice HOMA-IR (homeostatic model assessment), baseado nas concentracdes
séricas de glicose e insulina de jejum, foi analisado como indicador de resisténcia a
insulina. O célculo do HOMA-IR foi realizado pela seguinte formula: concentracdo de
insulina (pU/mL) multiplicada pelos niveis glicémicos (mM/L) dividida por 22,5
(MATTHEWS et al., 1985).

4.5.3 Perfil lipidico

O perfil lipidico foi avaliado através das amostras de sangue coletadas em tubos
Falcon e centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos (Heraeus Megafuge 16R Centrifuge,
Thermo Scientific - Massachusetts, USA) e, posteriormente, armazenadas em freezer a -
80°C (Coldlab Ultra Freezer CL374-86V, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil). As

concentragfes séricas de triglicérides (TG) e colesterol total foram determinadas
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utilizando-se kits especificos (Bioclin Bioquimica®, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil e Synermed do Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil) e analisadas pelo equipamento
bioquimico automatizado BS-200 (Mindray do Brasil - Comércio e Distribuicdo de

Equipamentos Médicos Ltda., S&o Paulo, Brasil).

4.6 Caracteristicas Cardiacas

O processo de remodelagdo cardiaca foi avaliado macroscopicamente por meio da
determinacédo dos pesos do coracdo, ventriculo esquerdo (VE), direito (VD) e étrio total
(AT) e suas relagcbes com o comprimento da tibia (YIN et al.1982) e microscopicamente

por meio da andlise da area seccional transversa do VE, conforme técnica descrita abaixo.
4.6.1 Area Seccional Transversa

A determinacdo da AST foi realizada em amostras de tecido de ventriculo esquerdo
cardiaco. Os fragmentos foram adicionados em solucdo Karnovsky por 24 horas; em
sequida transferidos para solucdo de etanol 70% e embebidos em bloco de parafina
(CARROL; TYAGI, 2005). Os cortes histologicos de 4 um de espessura foram corados
em lamina com solucdo de hematoxilina-eosina (HE) e projetados com aumento de 40
vezes com o auxilio de microscopio Optico com sistema de aquisi¢cdo (AX70, Olympus
Optical CO, Hamburg Germany), acoplado a cdmera de video, que envia imagens digitais
a um computador dotado de programa de anélise de imagens (Image Pro-plus, Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). As imagens foram analisadas com software
especifico (Image J, v 1.43u, National Institute of Health, EUA). Para calculo das areas
seccionais foram mensurados 100 midcitos por lamina (MATSUBARA et al., 2000). Os
tecidos deveriam estar seccionados transversalmente e apresentar forma arredondada com
nucleo visivel no centro da célula. As areas seccionais transversas das amostras (AST;
um?2) foram utilizadas como indicadores de tamanho celular, caracterizando presenga ou

auséncia de hipertrofia cardiaca.

4.6.2 Coléageno Intersticial Miocardico

A determinacéo do colageno (%) foi realizada por meio da técnica de Picrosirius
Red, sendo o colageno perivascular excluido e mensurado apenas o colageno intersticial.
Os fragmentos do VE foram transferidos para etanol 70% diluido em agua, inclusos em

blocos de parafina e corados com Picrosirius Red. A quantifica¢do do colageno intersticial
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foi realizada utilizando-se 10 campos por fragmento. Os cortes histolégicos foram
ampliados em 40 vezes com o auxilio de microscépio (Leica Mikroshopie & System
GmbH, Wetzlar, Germany) acoplado a uma camera de video, que envia imagens digitais
a um computador dotado de programa de aquisicdo Leica LAS EZ (Leica Aplication
Suite, versdo 3.2.1). As imagens obtidas foram analisadas com o auxilio do software
Image J, com o plugin Threshold Colour, obtendo-se a porcentagem de colégeno, de

acordo com o nivel de colora¢do (cinza: colageno).

4.6.3 Dano Cardiaco

A dosagem dos marcadores de lesdo do musculo cardiaco foi realizada apds jejum
minimo de 12h, sendo as amostras sanguineas (= 10 ml em EDTA) coletadas por pungao
venosa em sistema fechado a vacuo (Vacutainer® - Inglaterra), centrifugadas a 3000xg
por 10 minutos (Thermo Scientific - Massachusetts, USA) e, posteriormente,
armazenadas em microtubos a -80°C (Coldlab Ultra Freezer, Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil). As concentragdes das enzimas creatinoquinase (CK) total, CKMp (isoforma mais
expressa no coracdo) e desidrogenase lactica (LDH), indicadoras de dano miocardico,
foram determinadas utilizando-se Kits especificos (Bioclin Bioquimica®, Minas Gerais,
Brasil) e analisadas por equipamento BS-200 (Mindray do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). As

quantidades serdo expressas por unidades por litro (U/L).

4.7 Estresse Oxidativo Cardiaco
O estresse oxidativo foi analisado por meio da determinacdo das EROS e
mensura¢ao da peroxidacao lipidica e da carbonilacdo de proteinas em fragmentos do VE,

conforme etapas descritas abaixo.

4.7.1 Determinacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

A geracdo de EROs foi determinada pelo método de fluorescéncia ao
dihidroetideo (DHE), um precursor néo fluorescente, que quando é oxidado pelo radical
superdxido, forma o produto fluorescente 2-hidroxietideo, permitindo analisar a produgéo
“in situ” de radical superéxido (OWUSU-ANSAH; YAVARI; BANERJEE, 2008).

Cortes transversais do ventriculo esquerdo congelado (8 um) foram obtidos ¢ colocados
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em laminas gelatinizadas e secos em estufa a 37°C por 20 minutos. As laminas contendo
os cortes foram lavadas e incubadas com solucdo de Krebs por 30 minutos a 37°C, em
seguida, com DHE 2 pM (30 minutos, 37°C) em camara umida e protegidos da luz. A
fluorescéncia emitida foi visualizada em microscépio de fluorescéncia invertido (Leica
DM 2500 TI, Nikon Instruments Inc., Melville, NY, EUA) equipado com camera
fotogréfica, utilizando uma objetiva de fluorescéncia com aumento de 100x. A
intensidade da fluorescéncia gerada nas imagens foi quantificada pelo programa Image J
ProPlus, sendo o resultado expresso como intensidade de fluorescéncia (unidades

arbitrarias), normalizado pela intensidade do background.

4.7.2 Determinacdo da Peroxidacao Lipidica

A avaliacdo da peroxidacdo de lipidios de membrana foi realizada utilizando o
método das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Para tanto, 250 uL de
homogenato do tecido cardiaco foram colocados em tubo de ensaio e adicionados 750 uL.
de &cido tricloroacético a 10% para promover a precipitacao de proteinas. Apds agitacdo
no vortex, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos (Eppendorf®
Centrifuge 5804-R, Hamburgo, Germany). Em tubos de ensaio, foram colocados 500 puL
do sobrenadante e 500 uL de acido tiobarbitarico (TBA) a 0,67%. Em seguida, as
amostras foram aquecidas em banho-maria a 100°C durante 15 minutos. O MDA reage
com o0 TBA na razdo 1:2 MDA-TBA. Apos resfriamento em banho de gelo, a leitura a
535 nm foi realizada no leitor de microplacas Spectra Max 190 (Molecular Devices®,
Sunnyvale, CA, USA), A concentracdo de MDA foi obtida pelo coeficiente de extin¢ado
molar (1,56 x 105 M-1 cm-1) e pela absorbancia das amostras, sendo os resultados
expressos em nmol/g de proteina (UCHIYAMA e MIHARA, 1978;
SAMARGHANDIAN et al., 2016).

4.7.3 Determinagdo da Carbonilagdo de Proteinas

As proteinas carboniladas foram mensuradas por meio do método adaptado de
Mesquita et al. (2014), o qual consiste na utilizacdo do derivatizador 2,4-dinitrofenil-
hidrazina (DNPH) e deteccdo espectrofotométrica de quaisquer proteinas modificadas

pelo processo de carbonilagéo.
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Para quantificacao foram utilizados 100 pL de homogenato do tecido cardiaco
para 100 uL. do DNPH (10 mL de HCI 2M). As amostras foram incubadas por 10 minutos
a temperatura ambiente e 50 pL de NaOH (6M) foram adicionados e incubados
novamente por 10 minutos a temperatura ambiente. A leitura foi realizada a 450 nm em
um leitor de microplacas Spectra Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA),
sendo o resultado obtido (nmol/mg de proteina) por meio da absorbancia das amostras e
do coeficiente de extingdo molar (22000 M-1 cm-1).

4.8 Andlise Estatistica

As analises foram realizadas no programa estatistico Graphpad Prim 8. Os dados
foram expressos por meio de medidas de tendéncia central + dispersao e submetidos ao
teste de Shapiro-Wilks para averiguar a aderéncia a normalidade. As analises entre 0s
grupos experimentais e controle foi realizada a partir do teste t de Student (comparagédo
entre dois grupos independentes) e analise de variancia (ANOVA) one way
complementada com teste de comparagdes multiplas de Tukey (comparacdo entre trés
grupos).

A evolucdo do peso corporal e o teste de tolerancia a glicose foram submetidos a
ANOVA two-way (fatores evolucédo do peso e perfil glicémico) para o modelo de medidas
repetidas e complementada com teste de comparacdes multiplas de Bonferroni. O nivel

de significancia considerado para todas as variaveis foi de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo do Momento Inicial da Obesidade

A massa corporal dos animais foi semelhante nas 3 primeiras semanas do
protocolo experimental. A partir da 4% semana, houve diferenca estatistica entre os grupos
DP e DH (massa corporal do DH > DP), caracterizando o momento inicial da obesidade
(Figura 3).

600
-+ DH -o- DP

500
400+
300

200

Massa corporal (g)

100

Semanas

Figura 3. Evolucdo da massa corporal (g) durante o periodo de inducdo a
obesidade (4 semanas). Grupos: Dieta padrdo (DP, n=35) e dieta hiperlipidica (DH, n=36)
saturada. Dados expressos em média + desvio padrdo. *p<0,05 Grupo DH vs. DP. ANOVA duas
vias para medidas repetidas, complementada com teste post-hoc de Bonferroni.

5.2 Caracterizacdo da Resisténcia a Obesidade

Apbs a diferenca estatistica entre os grupos DP e DH, na 42 semana de tratamento
experimental, houve a redistribuicdo dos grupos a partir do critério tercil, sendo os grupos
redistribuidos em grupos Controle (C), Obeso (Ob) e Resistente a Obesidade (ROb),
conforme descrito anteriormente. A massa corporal foi significantemente diferente entre
0s grupos ROb e C a partir da 4% semana de caracteriza¢do da resisténcia a obesidade
(Figura 4). Considerando o grupo Ob, observa-se que as massas corporais desse grupo
foram elevadas significativamente em relacdo ao C e ROb, respectivamente, a partir da
52 semana do momento de redistribui¢cdo dos grupos, permanecendo essa diferenga por

todo o protocolo experimental. A partir da 8 semana, apés redistribui¢cdo dos grupos e
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caracterizacdo da resisténcia a obesidade, houve diferenca na massa corporal entre 0s

grupos C e ROb.
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Figura 4. Evolucdo da massa corporal ap6s o critério do tercil para
redistribui¢do dos grupos e caracterizagdo da Resisténcia & Obesidade. Grupos controle
(C, n=7), resistente a obesidade (ROb, n=7) e obeso (Ob, n=7). Dados expressos em média
+ erro padrdo. * p<0,05 - C vs. Ob; # p<0,05 - Ob vs. ROb; £ p<0,05- C vs. ROb. ANOVA
duas vias para medidas repetidas, complementada com o teste post-hoc de Bonferroni.

5.3 Caracteristicas Nutricionais

A Tabela 2 ilustra as caracteristicas nutricionais dos grupos experimentais apos
14 semanas de tratamento, sendo 4 semanas durante o protocolo de inducdo e exposicao
a Obesidade, e 10 semanas de caracterizacdo da Resisténcia a Obesidade. Ndo houve
diferenca entre os grupos para a ingestdo alimentar diéria. A ingestdo calérica do grupo
Ob foi significantemente maior quando comparado ao grupo ROb e C, respectivamente,
assim como o grupo ROb também apresentou diferenca na ingestao calérica em relagédo
ao grupo C. Os resultados mostram que a eficiéncia alimentar nos grupos Ob e ROb foi
diferente em relagdo ao grupo C, sendo elevadas significativamente.

Tabela 2. Caracteristicas Nutricionais

Grupos
C Ob ROb

Ingestdo alimentar (g/dia) 16.5 £ 0.66 17.7+0.21 16.9 £ 0.45
Ingestéo calorica (Kcal/dia) 62.6 + 2.52 81.4+0.97* 78.1+2.12*
Eficiéncia Alimentar (%) 3.04£0.12 4.41 +0.14* 4,75+ 0.12*

Variaveis
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7 animais por grupo. C: controle; ROb: resistente a obesidade e Ob: obeso. Dados expressos em
média * erro padrdo. * p<0,05 - Grupos experimentais vs. C; # p<0,05 - Ob vs. ROb. ANOVA uma via
para amostras independentes, complementada com o teste post hoc de Tukey.

5.4 Composigdo Corporal dos Grupos Experimentais

A Tabela 3 ilustra a composicdo corporal dos grupos experimentais apds 14 semana de
protocolo experimental. Os resultados mostram que a massa corporal final do grupo Ob
foi significantemente maior quando comparado aos grupos ROb e C, respectivamente,
assim como o grupo ROb também apresentou diferenca na massa corporal final em
relagdo ao grupo C. O ganho de massa corporal dos grupos Ob e Rob foi diferente
estatisticamente em relacéo ao grupo C, sendo mais elevados nesses grupos. Nao houve
diferenca estatistica para esse parametro entre os grupos Ob e ROb. Em relacdo a
adiposidade corporal, os resultados apontam que gordura epididimal, visceral e o indice
de adiposidade foram maiores significativamente nos grupos Ob e Rob em rela¢éo ao C.
No entanto, o deposito de gordura retroperitoneal e 0 somatdrio dos depositos de gordura
demostrou diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais quando comparados ao C
(Ob e ROb > C, bem como entre o grupo Ob e ROb (Ob > ROb).

Tabela 3. Caracteristicas gerais

. Grupos
Variaveis C Ob ROb
Massa corporal final (g) 358 + 18 587 + 10*" 514 + 7*
Ganho de massa corporal (g) 200 £ 12.6 372 £ 10* 365 £ 11*
Gordura epididimal (g) 0.97+0.33 7.11+1.08* 577 £ 0.61*
Gordura retroperitoneal (g) 1.97 +0.72 19.5 + 1.3*" 13.0+ 1.7
Gordura visceral () 1.11+0.31 8.01 £ 0.57* 6.06 £ 0.82*

Y depésitos de gordura (g) 4.06 +1.33 32.9 + 0.65*" 24.8+3.1*
indice de adiposidade (%) 1.08£0.33 5.67 £0.27* 4.81 + 0.57*

7 animais por grupo. C: controle; ROb: resistente a obesidade e Ob: obeso. Dados expressos
em média + erro padrdo. * p<0,05 - Grupos experimentais vs. C; # p<0,05 - Ob vs. ROb.
ANOVA uma via para amostras independentes complementada com o teste post hoc de Tukey.

5.5 Caracteristicas Bioquimicas e Hormonais dos Grupos Experimentais
Os resultados do teste de tolerancia a glicose, apresentados na Figura 5A mostram
que nos tempos 0 (basal), 90 e 120 os valores de glicemia do grupo Ob foi

significantemente elevado em relacdo ao C. N&o houve diferenca entre os grupos C e ROb
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para a glicose no TTG. A éarea sob a curva (ASC) (Figura 5B) do grupo Ob foi
significantemente maior em relagcdo ao grupo C, porém sem diferenca significativa entre
0s 0s grupos Ob e ROb, bem como entre os grupos ROb e C, respectivamente. Na Figura
5C, observa-se que o grupo Ob apresentou elevacdo nos valores de insulina em relacao
ao grupo C; ndo houve diferenca significativa entre os grupos Ob e ROb para esse
parametro. Os resultados do HOMA-IR mostra valor significativo aumentado no grupo
Ob em relagdo ao grupo C, no entanto, ndo houve diferenca entre os grupos Ob e ROb
(Figura 5D).

O perfil lipidico demonstrou que os valores de colesterol (mg/dL) foram
significantemente maiores nos grupos experimentais Ob e ROb quando comparados com
0 grupo C, porém os niveis de TG foram similares entre os grupos (Figura 5E e F).

Os valores de Leptina (ng/mL) foram (C: 0.76 ; Ob: 9.34 e ROb: 10.17; p<0,05),

sendo elevados significativamente nos grupos Ob e ROb em relacdo ao C.
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Figura 5. Caracteristicas bioquimicas e hormonais dos grupos experimentais.
Grupos controle (C,), resistente a obesidade (ROb) e obeso (Ob). 7 animais por grupo. A) Teste de
Tolerancia a Glicose; B) Area sobre a curva glicémica (ASC); C) Insulina; D) HOMA-IR
(Homeostatic Model Assessment - Insulin Resistance); E) Triglicérides (TG) e; F) Colesterol Total.
Dados expressos em média * erro padrdo. * p<0,05 - Ob vs. C. # C vs. ROb. ANOVA duas vias para
medidas repetidas, complementada com o teste post-hoc de Tukey.
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5.6 Caracteristicas Morfoldgicas Cardiacas

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas morfoldgicas cardiacas. Os efeitos da dieta
de inducdo a obesidade foram evidenciados nos resultados dos animais ROb e Ob,
mostrando valores mais elevados do coragédo, do ventriculo esquerdo (VE) e ventriculo
direto (VD)/tibia em relacdo ao C. Em adicdo, os valores do atrio (AT), coracao/tibia,
VEl/tibia e atrio/tibia foram elevados no no grupo Ob em relacéo ao grupo C. O peso do
VD foi maior nos grupos Ob e ROb quando comparado com ao C, sendo que no grupo

Ob, o valor foi significantemente mais alto em relacdo ao grupo ROb.

Tabela 4. Caracteristicas morfologicas cardiacas

. Grupos
Variaveis C Ob ROb

Coracéo 0.86+0.08 1.22+0.02* 1.09+0.04*

VE (g) 0.66+0.07 0.92+0.02* 0.84+0.03*

VD (g) 0.14+0.01 0.22+0.01* 0.19+0.01*

AT (9) 0.05+0.004 0.08+0.005* 0.07+0.01

Coracao/Tibia (g/cm) 0.22+0.02 030+£0.01* 0.27+0.01
VE/Tibia (g/cm) 0.16 £0.009 0.22 +0.006* 0.21 + 0.006*
VD/Tibia (g/cm) 0.04 +0.002 0.05+0.002* 0.05 =+ 0.003*
AT/Tibia (g/cm) 0.01+0.001 0.02+0.001* 0.02+0.002

7 animais por grupo. C: controle; RODb: resistente a obesidade e Ob: obeso. Dados expressos
em média * erro padrdo. * p<0,05 - Grupos experimentais vs. C; # p< 0,05 - Ob vs. RODb.
ANOVA uma via para amostras independentes complementada com o teste post hoc de

Tukey.

A area de seccdo transversa (AST) dos grupos experimentais Ob e RODb

apresentaram aumento significativo em relacdo ao grupo C. Nao houve diferenca

estatistica entre os grupos Ob e ROb (Figura 6).
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Figura 6. Determinaco da Area de Seccdo Transversa (AST). Graficos e painéis
representativos da Area de Seccdo Transversa de fragmentos do ventriculo esquerdo (VE).
Hematoxilina-eosina (40x). 7 animais por grupo. Grupos controle (C), resistente & obesidade
(ROb) e obeso (Ob). Dados expressos em média + erro padrdo. * p<0,05 - C vs Ob; # p<0,05 -
Ob vs. ROb. ANOVA uma via para amostras independentes, complementada com o teste post

hoc de Tukey.

O colégeno intersticial cardiaco também apresentou aumento significante nos grupos Ob
e ROb em relacgéo ao grupo C (Figura 7).
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Figura 7. Fracdo de Colageno. Gréficos e painéis representativos do coldgeno
do ventriculo esquerdo (VE). Picrosirius Red (40x). 7 animais por grupo. Grupos controle
(C), resistente a obesidade (ROb) e obeso (Ob). Dados expressos em média + erro padrdo. *

p<0,05 - C vs Ob; # p<0,05 - Ob vs. ROb. ANOVA uma via para amostras independentes,
complementada com o teste post hoc de Tukey.

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos estudados, referente ao lactato
desidrogenase (Figura 8A) e a creatinoquinase (Figura 8B), respectivamente. O resultado
da CK-Mf mostrou aumento significativo nos valores dos grupos experimentais Ob e

ROb em relacdo ao grupo C, respectivamente, sem diferenca estatistica entre eles (Figura
8C).
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Figura 8. Marcadores de dano cardiaco. 7 animais por grupo. Grupos controle (C,),
resistente a obesidade (ROb) e obeso (Ob). A) Lactato desidrogenase; B) Creatinoquinase; C)
Creatinoquinase Mp. Dados expressos em média + erro padrdo. * p<0,05 - Ob vs. C. # C vs. RODb.
ANOVA duas vias para medidas repetidas, complementada com o teste post-hoc de Tukey.

5.7 Estresse Oxidativo Cardiaco
Os niveis de MDA (nmol/mg de proteina), marcador de peroxidacao lipidica,
foram elevados no grupo C em relacdo aos grupos Ob e ROb; ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos Ob e ROb para esse parametro (Figura 9A). Em relacdo a
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proteina carbonilada (nmol/mg de proteina), os resultados mostram que ndo houve

diferenca significativa entre os grupos estudados (Figura 9B).
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Figura 9. Marcadores de estresse oxidativo.7 animais por grupo. Grupos controle
(C), resistente & obesidade (ROb) e obeso (Ob). A) Determinacao da Peroxidacéo Lipidica;
B) Determinacdo da Carbonilacéo de Proteinas. Dados expressos em média + erro padréo.
*p<0,05 - C vs Ob;. ANOVA uma via para amostras independentes, complementada com o

teste post hoc de Tukey.

Os resultados mostram que os valores da determinacdo de espécies reativas de

oxigénio (EROs) no grupo Ob foram significantemente maiores em relagéo aos grupos C

e RODb, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Determinacdo de Espécies Reativas de Oxigénio

(EROs). 7 animais por grupo. Grupos controle (C), resistente a
obesidade (ROb) e obeso (Ob). Dados expressos em média + erro padrao.
*p<0,05 - C vs Ob; # p<0,05 - Ob vs. ROb. ANOVA uma via para amostras
independentes, complementada com o teste post hoc de Tukey.

6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar o estresse oxidativo cardiaco em
ratos resistentes a obesidade por meio de dieta hiperlipidica rica em banha de porco. Os
principais achados do estudo foram que ratos resistentes a obesidade alimentados com a
mesma dieta e ingestdo caldrica similar aos ratos obesos apresentaram igualmente dano e

hipertrofia cardiaca, porém, com menor expressdo de espécie reativa.

6.1 Inducdo de Resistencia a Obesidade e Obesidade

Alguns modelos experimentais vém sendo utilizados para reproduzir a obesidade
e resisténcia a obesidade em animais (PORET et al., 2019; LEOPOLDO et al., 2016;
PORET et al.,, 2021; LU et al., 2021). O modelo que melhor demonstra essas
caracteristicas é o que utiliza a dieta hiperlipidica em ratos sem modificacdes genéticas
(LU et al., 2021; GASPARINI et al., 2021; PIMENTEL CORDEIRO et al., 2022).
Animais quando expostos a esse tipo de oferta mimetizam fielmente o desenvolvimento
da obesidade experimental como visualizado em humanos, (SCHRAUWEN &
WESTERTERP, 2000). Em adicdo, a dieta hiperlipidica é ideal para induzir esses
modelos de obesidade, pois apresenta maior densidade energética em uma mesma
quantidade de alimento fornecido quando comparado com dieta padréo (LIN et al., 2000;
WOODS et al., 2003). Entretanto, alguns animais expostos a dieta hiperlipidica ganham
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menos massa corporal do que aqueles propensos a obesidade, sendo esses animais
chamados de resistentes a obesidade (LU et al., 2021; LEVIN & KEESEY, 1998).

Diante disso, em nosso estudo, a massa corporal do grupo alimentado com a dieta
hiperlipidica ndo obteve diferenca estatistica em relacdo ao grupo padréo até a 3% semana,
no entanto, a partir da 4% semana, o grupo DH teve sua massa corporal estatisticamente
elevada em relacdo ao grupo DP (Figura 2), configurando o inicio da obesidade. Esses
achados véo de acordo com a literatura, os quais mostram que o ganho de massa corporal
ocorre de forma gradual durante o periodo de exposicao a dieta hiperlipidica; apesar de
ser possivel notar diferenca na massa a partir da 22 semana de protocolo em diferentes
estudos, o fendtipo da obesidade se torna mais aparente apo6s periodos prolongados,
geralmente a partir de quatro semanas (BUETTNER & SCHOLMERICH &
BOLLLHEIMER, 2007; LIMA-LEOPOLDO et al., 2014; DA SILVA et al. 2017; LU et
al., 2021).

Com o intuito de caracterizar a obesidade e a resisténcia a Obesidade de forma
fidedigna, na 42 semana de tratamento experimental, houve a redistribui¢do dos grupos a
partir do critério tercil, sendo os grupos redistribuidos em grupos Controle (C), Obeso
(Ob) e Resistente a Obesidade (ROb). Os resultados mostram que, a partir da 5 semana
de protocolo, houve aumento significativo na massa corporal do grupo Ob em relagdo aos
grupos RODb e C, indicando o desenvolvimento de obesidade. Todavia, os animais ROb
apresentaram massa corporal intermediaria entre os grupos Ob e C, caracterizando 0
fendtipo da Resisténcia a Obesidade. (Figura 3). Esse resultado corrobora a literatura,
visto que existem animais que desenvolvem maior ganho de massa corporal do que
animais ROb, mesmo ingerindo a mesma quantidade alimentar e calérica (AKIEDA-
ASAI et al., 2013; CHOI et al., 2010). Esse comportamento, na diferenca de ganho de
massa corporal entre 0s grupos, € associado ao fato ao qual parte dos animais submetidos
a dieta hiperlipidica fazem ajustes na ingestéo ou gasto de energia e ndo se tornam obesos,
resistindo a obesidade (CHANG et al., 1990; LEVIN et al., 2004, LU et al., 2021). Jad a
outra parte dos animais, ndo compensa na ingestao, gasto energético ou na oxidacéo de
gordura, se tornando obesos (CHANG et al., 1990; LEVIN et al., 2004; MACLEAN et
al., 2004; BOOZER & LAUTERIO, 1998).



34

6.2 Caracterizacdo da Adiposidade e Perfil Alimentar

Estudos tém demonstrado que animais alimentados com a mesma dieta
hiperlipidica podem adquirir menos massa corporal do que aqueles denominados
propensos a obesidade, sem diferenca na ingestdo alimentar, situacdo conhecida
atualmente como Resisténcia a Obesidade (HUANG & HAN & STORLIEN, 2003;
LEVIN & KEESEY, 1998). Em relacéo ao perfil nutricional dos animais RODb no presente
estudo, os resultados mostram que os nossos achados corroboram os estudos de HUANG
& HAN & STORLIEN, 2003; LEVIN & KEESEY, 1998)., visto que ndo houve diferenca
nos parametros nutricionais entre os grupos Ob e ROb. Cabe destacar que que 0 grupo
Ob apresentou massa corporal significantemente maior do que o grupo ROb, conforme
visto anteriormente, evidenciando no grupo ROb a caracteristica da Resisténcia a
Obesidade, evidenciando uma caracteristica intermediaria entre a normalidade e a
obesidade. Esse achado sugere que, na pratica, mesmo consumindo a mesma dieta
hiperlipidica e com perfil alimentar equivalente, ratos Ob sdo mais propensos a ganhar
massa corporal do que ratos RODb, pois ndo compensam o aumento do contetido calérico
com aumento de oxidacao lipidica ou gasto energético (CHANG et al., 1990; BOOZER
& LAUTERIO, 1998). Esse achado estd em consonancia com os resultados encontrados

por Choi et al., (2010) e Lu et al., (2021), respectivamente.

Considerando a composicdo e a deposicdo de gordura corporal, as quais séo
importantes para o desenvolvimento da obesidade e de morbidades associadas (POIRIER
et al., 2006; CALABRO et al., 2008; GHIGLIOTTI et al., 2014), os nossos achados
mostram que na condi¢do de RODb, a adiposidade foi reduzida conforme visualizado pela
somatoria dos depdsitos de gordura e a gordura retroperitoneal, demostrando que eles
acumulam menos gordura corporal que os animais propensos a obesidade, mesmo
ingerindo a dieta hiperlipidica saturada, ao qual corrobora com estudos similares de
COMMERFORD et al. (2000), AKIEDA-ASAI et al. (2013) e LU et al. (2021).

Estudos mostram que a dieta hiperlipidica (DH) pode induzir o acimulo de
gordura corporal, porém, diferentes individuos possuem diferentes suscetibilidades a
obesidade induzida por DH. Nesse sentido, estudos tem demonstrado que ratos ROb néo
armazenam excesso de lipideos em adipdcitos devido ao maior gasto energético
metabdlico, através da manutencdo da fungdo mitocondrial e defesa antioxidante, em
relacdo a ratos Ob (LU et al., 2021; AKIEDA-ASAI et al., 2013, JOO et al., 2011), em

concordancia com os resultados do nosso estudo.
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HOWARD et al. (1991) e AKIEDA-ASAI et al. (2013) também apontaram que
os individuos Ob s&o mais propensos a ganhar mais massa corporal devido a reducéo do
consumo de energia, 0 que contrasta com os individuos ROb que usam mais gordura

(catabolizando em maior quantidade) e consomem mais energia.

6.3 Comorbidades

A sindrome metabdlica (SM) é definida pela ocorréncia de mdaltiplos fatores
concomitantes como obesidade, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, dislipidemia e
hipertensdo arterial (PRASUN, 2020; FAHED et al., 2022). A alta ingestao caldrica é
uma fonte causal da SM, uma vez que a adiposidade visceral tem se mostrado um
importante gatilho que ativa a maioria das vias da sindrome metabdlica (MATSUZAWA
& FUNAHASHI & NAKAMURA, 2011; PEKGOR et al., 2019).

Em nosso estudo, como esperado, ratos Ob apresentaram glicose basal elevada,
hiperinsulinemia e resisténcia a insulina em relacdo ao grupo C, demonstrando
importantes alteracdes metabolicas. Todavia, na condi¢do de ROb ndo foram observadas
modificagdes no perfil glicémico, indicando ndo haver um distarbio metabdlico por conta
da alimentacdo as custas de DH. Corroborando com PIMENTEL CORDEIRO et al.
(2022), LU (2021) e SA et al. (2015).

Considerando as possiveis alteracGes induzidas pela obesidade, 0s nossos
resultados sugerem gue ratos ROb podem liberar o excesso de lipideos na circulacdo, ao
invés do acumulo em adipécitos. Essa situacdo explicaria a visualizacdo elevada de
colesterol plasmatico assim como no grupo Ob. Esses achados corroboram AKIEDA-
ASAI et al. (2013) que observaram aumento da oxidacédo de acidos graxos para regular o
acumulo de lipideos em ratos ROb. Por outro lado, ndo foram evidenciadas alteracfes nos

niveis de trigliceridios.

A leptina é um hormonio peptidico produzido principalmente pelo tecido adiposo
branco, sua producéo é proporcional a quantidade de gordura corporal, ela é responsavel
pela saciedade e aumento do gasto energético por meio da ativacdo de receptores neurais
centrais que favorecem o equilibrio energético (CORREA & RAHMOUNI, 2006;
FRUHBECK et al., 2017). Sabe-se que a obesidade esta associada a hiperleptinemia,
refletindo a resisténcia a leptina, pois, individuos obesos apresentam elevacdo de
adiposidade corporal com altas concentracgdes circulantes desse hormonio. (CARO et al.,
1996; FRUHBECK et al., 2017). Essa insensibilidade a leptina em individuos Ob ocorre
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pela falta de ligacdo dela com seu receptor, ao qual impede a retroalimentacdo com o
sistema nervoso central (hipotalamo) (DOS SANTOS PINHO & DE PAIVA & DE
CARVALHO OLIVEIRA, 2022).

Dentro desse contexto, 0s nossos achados mostram que os niveis de leptina sérica
foram significantemente elevados nos grupos Ob e ROb em relacdo ao grupo C. O que,
em contraste do observado em obesos, animais ROb apresentaram valores inferiores em
relacdo nos depositos de gordura em relacdo aos animais Ob no nosso estudo. Podendo

sugerir que ratos ROb ndo desenvolvem resisténcia a leptina.

O aumento de leptina sérica, sobretudo nos individuos obesos, deve constituir um
sinal de alerta para desequilibrios energéticos de resisténcia a insulina, de
hiperinsulinemia com seu grupamento de anomalias nos metabolismos da glicose e dos
lipidios que influenciam fortemente ao aumento e o desenvolvimento das doencas
cronicas, doenca cardiovascular e diabetes tipo 2 (DO CARMO MARTINS & FALEIRO
& FONSECA, 2012). No entanto, a presenca da proteina em animais sem sobrepeso tem
levantado fungbes fisiologicas importantes em relacdo ao controle energético e
manutengédo da massa corporal visto em BRAVO et al. (2006), corroborando com nossos

resultados metabolicos e corporais dos animais do grupo RODb.

A leptina possui acdo direta e inibitdria em relagdo a secrecdo de insulina, e na
regulagio do peso corporal e metabolismo da glicose ZIEBA & BIERNAT & BARC
(2020). Essa inibicdo da insulina pode ocorrer pela ativacdo dos canais de potassio
dependentes de ATP ou através da interacdo com a sinalizacdo da proteina AMPK
(responsavel na regulacdo da homeostase energética celular), também pode ocorrer
oxidagdo de triaglicerois do tecido adiposo, reduzindo o acumulo de gordura e entdo
inibindo a geracéo (lipogénese) e estimulando a quebra de gordura (lipdlise) (AHREN &
HAVEL, 1999). No grupo ROb houve aumento da leptina similar ao Ob, porém, nao
houve aumento de adiposidade e resisténcia a insulina, podendo supor o efeito da leptina

na sensibilidade a insulina e a lipélise do grupo.

6.4 Remodelamento Cardiaco e Dano Cardiaco

A maioria das doencas cardiacas sdo seguidas por aumento de massa cardiaca e
alterac6es morfoldgicas. O remodelamento cardiaco é definido como um processo como
variacdes celulares, moleculares e intersticiais cardiacas, manisfestando-se de forma

clinica pela alteracdo de massa, tamanho e funcdo do coracdo (SCHIRONE et al., 2017).
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Esse remodelamento ocorre com o objetivo de manter a funcéo cardiaca, porém, apos se
tornar recorrente pode ocasionar o comprometimento da capacidade funcional de forma
progressiva (PEREIRA, 2015).

Considerando o processo de remodelagdo cardiaca, podemos afirmar que tanto a
obesidade quanto a Resisténcia a Obesidade promoveram alteragdes morfoldgicas como
hipertrofia cardiaca (aumento de massa cardiaca, VE, relacdo ventriculos/tibia e AST) e
fibrose. Em adicdo, observa-se elevacdo dos niveis de creatinoquinase M, apontando

dano cardiaco nas duas condicdes.

Apesar da menor adiposidade do ROb em relacdo ao Ob os dois grupos tiveram
similar ingestdo calorica e alimentacdo do tipo hiperlipidica, além de terem similaridade
na concentracdo de colesterol plasmatico. A alimentacédo hipercaldrica possui uma grande
densidade energética relacionada a uma mesma quantidade de alimento padréo fornecido.
Ratos ROb, apesar de ndo aumentarem a massa corporal como os animais Ob, sofrem
ajustes no gasto energético e na oxidacao lipidica (CHANG et al., 1990; LEVIN et al.,
2004, LU et al., 2021). Essa regulagdo para manutencdo da homeostase sugere uma
sobrecarga hemodinamica advinda da impossibilidade das células cardiacas se dividirem
na fase adulta, resultando em um remodelamento cardiaco (DE FRANCISCHI et al.,
2000).

A partir disso, ratos ROb podem apresentar hipertrofia e dano cardiaco
relacionados a sua resisténcia ao desenvolvimento da obesidade, corroborando com
OLIVEIRA et al. (2021) e PORET et al. (2019).

6.5 Estresse Oxidativo

A mitocondria ndo produz apenas ATP para o metabolismo celular, na
fosforilacdo oxidativa, gera também EROs (Nickel et al., 2014). Alguns estudos
reportaram que a ingestdo elevada de gordura acarreta producdo excessiva de EROs e,
consequentemente, estresse oxidativo, o qual causa danos e alteracbes mitocondriais
(Milagro et al., 2006; Yu et al., 2019; Balaban et al., 2005).

A producdo de EROs no tecido cardiaco (anion superoxido, radical hidroxila e
perdxido de hidrogénio) apresenta funcéo sinalizadora tanto para a fisiologia quanto para
a patologica (PEOPLES et al., 2019). Em condic6es fisioldgicas, a sinalizacdo serve para
a regulacdo do desenvolvimento e maturacdo das células cardiacas, manuseio do célcio,

tonificacdo vascular, e contragdo/excitacdo (BURGOYNE et al., 2012). Em condigdes
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patoldgicas, com producéo elevada de EROs, ocorre 0 estresse oxidativo, com disfuncao
mitocondrial, ativacdo do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(desacoplando a membrana levando apoptose e necrose) e morte celular (RICHARDSON
& SCHADT, 2014).

Nossos resultados apontam que a obesidade acarretou aumento de EROs no tecido
cardiaco, mais especificamente o radical superdxido, porém, em contrapartida, a
resisténcia a obesidade ndo induziu elevacao das EROs, fato esse que pode ser associado
a menor deposicéo de gordura corporal. Todavia, embora a obesidade tenha promovido
aumento na producdo de EROs, o presente estudo ndo observou elevagdo nos

biomarcadores de estresse oxidativo no coracao.

O MDA é um produto da oxidacdo lipidica ao qual, quando o corpo esta em
estresse oxidativo, € amplamente utilizado para mensurar a peroxidacao lipidica (Lu et
al.,, 2021). A peroxidacdo lipidica é uma reacdo em cadeia dos &cidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares, ao qual, gera radicais livres que alteram a
permeabilidade, fluidez e integridade das membranas (MAHATTANATAWEE et al.,
2006; AUST et al., 2001). A producdo excessiva, estimulam os radicais promoverem
lesbes oxidativas. No tecido cardiaco, ha elevacdo da taxa metabdlica oxidativa e reducao
da atividade de enzimas antioxidantes, ao qual, se apresenta suscetivel a lesbes tecidual
pelo aumento do estresse oxidativo (ZHANG & CHEN, 2011).

Em divergéncia com a hipotese inicial, 0s nossos resultados mostraram aumento
significante de MDA nos animais expostos a dieta padrdo quando comparados aos grupos
Ob e RODb, corroborando com Révero Costa (2019). Esse resultado pode ser explicado
pela formulacdo da dieta, desde que a fonte de lipidio € um &cido graxo poliinsaturado
(PUFA), o qual esta presente no 6leo de soja; esse ingrediente apresenta-se em dobro na
dieta padrdo (AIN-93) quando comparada a dieta hiperlipidica dos grupos Ob e RODb,
respectivamente (EL-SAYED et al., 2014; PAKIET et al., 2020). Dentro desse contexto,
a literatura relata que os PUFAs sdo mais suscetiveis a peroxidacéo lipidica e estudos
realizados em animais alimentados com dieta padrdo também mostraram que 0s tipos e
niveis de gordura da dieta interferem na suscetibilidade a peroxidacdo lipidica
(BUCKINGHAM, 1985; THOMAS et al., 1994; THOMAS & MICHEL & RUDEL,
1996; REAVEN et al., 1993).
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As Proteinas Carboniladas sdo um bom biomarcador de dano oxidativo grave das
proteinas (DALLE-DONNE et al., 2006). Assim, além da peroxidacéo lipidica, o estresse
oxidativo pode gerar dano a nivel proteico, com a carbonilagéo de proteina, ao qual ocorre
pela delecdo de células e tecidos no organismo, ocorrendo assim alteracdes nas funcoes
proteicas com consequente estresse oxidativo (FARIAS et al., 2013; MANGGE et al.,
2014; USMAN & VOLPI, 2018). Em nosso estudo, ndo houve diferenca entre 0s grupos

em relacdo a proteina carbonilada.
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7 CONCLUSAO

A resisténcia a obesidade, diante da dieta hiperlipidica ofertada, ndo promove
alteracdes metabolicas e nas espécies reativas de oxigénio como na obesidade. No
entanto, promove hipertrofia e dano cardiaco. Isso indica que a resisténcia a obesidade,
apesar de ndo desenvolver alteracdes no metabolismo energético assim como no obeso,
causou danos ao tecido cardiaco, ao qual ndo foi capaz de o preservar.
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