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1. INTRODUCAO

A obesidade é considerada uma das principais sindromes do século XXI, alcangcando
proporcdes epidémicas no ambito mundial nas Gltimas décadas™?. Considerada atualmente
um problema de salde publica, que afeta tanto paises desenvolvidos quanto
subdesenvolvidos®®. Segundo a Organizacio Mundial da Satde (2010), o nimero de
individuos com sobrepeso atinge mais de um bilhdo de pessoas, sendo que, mais de 30% desta
populacio é obesa®. No Brasil, aproximadamente 40 milhdes de pessoas apresentam
sobrepeso e, deste grupo, 10,5 milhdes sdo obesos. A previsdo aponta que 35% da populagédo
adulta brasileira serdo obesas em 2025, refletindo no aumento de gastos e cuidados para a
satide publica®”. Pesquisa realizada recentemente, envolvendo as capitais dos estados
brasileiros e Distrito Federal, demonstrou que o percentual de adultos (> 18 anos), com
excesso de peso (Indice de Massa Corporal > 25 kg/m?), em ambos 0s géneros foi de 48,5%,
sendo as maiores frequéncias de excesso de peso observadas em homens (52,6%); 0 excesso
de peso nas mulheres foi 44,7%°.

Devido a obesidade ser uma doenca complexa, alguns autores sugerem que o fator
genético ocorre a partir de alteracdes no gene e no receptor da leptina, bem como mutagdes no
gene da melanocortinas, as quais podem contribuir para o desenvolvimento da obesidade. No
entanto, a maioria das pesquisas enfatiza que a prevaléncia desta doenca ocorre devido aos
chamados fatores exdgenos, em especial a dieta, principalmente pelo consumo de alimentos
hiperpalataveis e sua alta disponibilidade, e o sedentarismo®®1%. Desta forma, 0 aumento do
consumo de energia, a reducdo na pratica de atividade fisica ou a combinacdo de ambos tém
levado a um balanco caldrico positivo com consequente aumento da gordura corporal %,

Estudos mostram que o0 excesso de gordura acarreta indmeras anormalidades
cardiacas, entre elas, alteracbes hemodindmicas, morfologicas e funcionais, que se

correlacionam com a duracdo e intensidade da obesidade, tanto em modelos humanos quanto
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em animais™®™¥. O processo de remodelacéo cardiaca pode atingir diferentes progressdes e
até mesmo permanecer sem ser detectado por décadas antes da manifestacdo clinica®>®.

Estudos mostram que individuos obesos apresentam hipertrofia do ventriculo esquerdo
(VE), do atrio esquerdo (AE), prejuizos na sistole e diastole. Em adicdo a estes danos, a
obesidade pode ser um fator de risco independente para a insuficiéncia cardiaca®®*?. O
excesso de tecido adiposo pode acarretar em alteracdes hemodindmicas como elevacdo do
débito cardiaco, volume sistolico e pressdo de enchimento do VE. Além disso, a obesidade
juntamente com aumento da pressao arterial, pode sobrecarregar o coracao, elevando a pre-
carga e pos-carga, ocorrendo um aumento no risco de insuficiéncia cardiaca congestiva e

remodelamento cardiaca®*??.

Pesquisas experimentais, utilizando modelos genéticos®®??

ou manipulagdes
dietéticas®?, tém sido realizadas para o estudo da obesidade, comorbidades e mecanismos
oriundos do excesso de gordura corporal. No entanto, a obesidade por meio de dietas com alta
densidade energética representa um modelo mais realista e apropriado para o estudo das
causas e consequéncias da obesidade humana®®.

Diversas pesquisas experimentais tém demonstrado que a obesidade induzida por
diferentes tipos de dietas com alto teor de gordura e/ou altamente energéticas acarretam
disfuncdo miocardica em roedores e coelhos ¢10:2427:283035) ‘Eqt;dos relacionando obesidade
induzida por dieta e a funcdo cardiaca apresentam resultados conflitantes. Ricci et al.®® e
Carroll et al.®® utilizando ratos Sprague-Dawley por meio de dietas ricas em lipidios por 14 e
12 semanas, demonstraram que ndo houve prejuizos na funcgdo cardiaca a partir de analises de
cardiomidcitos isolados e ecocardiograma, respectivamente. Ouwens e cols.®” mostraram que
0s masculos papilares de ratos submetidos a dieta hipercalorica por 7 semanas apresentaram

maior forca contratil basal e recuperacdo prejudicada apos o aumento da carga de trabalho.

Além disso, outros pesquisadores encontraram prejuizo da contragdo cardiaca em coracoes
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isolados®®, musculos papilares®® e cardiomiécitos isolados®” de coelhos e ratos obesos,
respectivamente.

Outros autores relatam, prejuizo funcional em cardiomidcitos isolados de modelos de
obesidade induzidos por dietas ricas em gordura®3Y. Du Toit et al.*” mostraram que a
obesidade deprime a funcdo miocardica em situacdo basal e apds isquémia em ratos
submetidos a manipulacgéo dietetica. Outros estudos tém mostrado que ratos obesos induzidos
por dieta hiperlipidica, durante um periodo de 11 a 12 semanas, nao apresentaram alteragdes
na funcdo cardiaca visualizada por meio de diferentes técnicas, como coracéo isolado®? e
ecocardiograma®®®. Entretanto, Relling et al.®* verificaram em ratos Sprague-Dawley, que a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica, durante 12 semanas, acarretou disfuncdo contratil
no cardiomiocito apoOs elevacdo da concentracdo de calcio e frequéncia de estimulo.
Pesquisadores também observaram depressdo do desempenho mecanico do midcito em
condicBes basais e ap6s elevacdo da concentracdo de calcio (Ca*?), em ratos alimentados com
uma dieta hiperlipidica durante 12 semanas“®. Trabalhos realizados em nosso laboratério
também mostram que ratos obesos alimentados com dieta rica em gordura durante 15 semanas
apresentam disfuncdo miocardica em condicdes basais e apds manobras inotrépicas®’??.

As alteracbes no desempenho cardiaco, tanto em humanos quanto em modelos
experimentais, ocorre com a elevacdo da quantidade de tecido adiposo, no entanto 0s
mecanismos, responsaveis por estas alteragdes ndo estdo bem estabelecidos. Diversos fatores
tém sido indicados como responsaveis por provaveis anormalidades cardiacas em modelos de
obesidade’®*?”), entre eles, o sistema p-adrenérgico, importante mecanismo de regulacéo da
contracéo e relaxamento do miocardio®**“?). Este sistema é considerado um dos principais
mecanismos neuro-humorais responsaveis pela regulacdo da frequéncia cardiaca e da

contratilidade, atuando, tanto em condic@es fisioldgicas quanto em situagdes patoldgicas“+*

46)
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Segundo Lymperopoulos®, o coracdo é composto por trés subtipos de -
adrenoreceptores, 1, B2 e f3, sendo que, 0s f1, fB2 € B3 SA0 expressos ha proporcdo de 75 a
80%; 15 a 18% e 2 a 3%, respectivamente. A literatura relata que ambos ;e S, promovem
efeitos inotrépicos, cronotrépicos e lusitropicos positivos em resposta & um B-agonista®>4749),
Por outro lado, os receptores s agem como mediadores do efeito inotrépico negativo™®, mas
sua atuagdo permanece pouco estudada®. Os receptores S e Bo-adrenérgicos sio acoplados a
proteina G estimulatdria (Gs), que acarreta ativacdo da adenilato ciclase e, posteriormente,
aumento dos niveis de AMPc (adenosina monofosfato ciclico). O acimulo de AMPc acarreta
maior ativacdo da proteina quinase A (PKA), que consequentemente, desencadeia alteracdes
no ciclo Ca* intracelular, uma vez que, a PKA fosforila vérias proteinas que sdo essenciais
para funcdo cardiaca, incluindo os canais de célcio do tipo L®%?, fosfolambam (PLB)®?),
troponina 1©9, e os receptores rianodina®*", conforme visualizado na Figura 1. Os canais do
tipo L fosforilados, a fosforilacdo dos receptores de rianodina (RyR) e a diminuicdo da
sensibilidade miofibrilar ao Ca*? estimulada pela PKA acarretam aumento no influxo de Ca*?

citosolico“?57-59)

. A estimulacdo desta via também provoca aumento da atividade da bomba
de Ca*? do reticulo sarcoplasmético (SERCA2a) devido ao aumento da fosforilacéo do (PLB)
na serina 16 (pPLB-serl16) e na treonina 17 (pPLB-Thrl17). Esta maior atividade da SERCA2a

possibililta ao reticulo sarcoplasmético, recapturar mariores quantidades de Ca™ mais

rapidamente, resultando em aceleracéo do processo de relaxamento(*2°7%).
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Figura 1. Diagrama esquematico dos efeitos gerais da ativacdo p-adrenérgica em diferentes proteinas do

ciclo de Ca™ intracelular (modificado de Brum et al.)®®.

Devido os receptores p-adrenérgicos desempenharem importantes funcGes na
regulacdo cardiaca, estudos mostram que, em situagcdes patoldgicas como diabetes e
insuficiéncia cardiaca, alteracfes na expressdo e/ou atividade dos receptores S-adrenérgicos,
promovem anormalidades funcionais®®", como por exemplo, reducdo da resposta contratil
cardiaca frente a estimulagdo g-adrenérgica®®, defeito no sistema de sinalizacéo do receptor
/e subsequente a ativacdo da adenililato ciclase®® e diminuicdo da fosforilacdo do PLB na
serina®®®, os quais modificam a cinética do ciclo de Ca*? intracelular™®?®. Poucos estudos
tem abordado este sistema f-adrenérgico e suas anormalidades funcionais em modelos de

a@"B707) " sendo assim, torna-se importante investigar a

obesidade induzido por diet
participagdo dos receptores S-adrenérgicos na disfungdo miocéardica induzida pela obesidade
por meio de dieta hiperlipidica. A hipdtese deste estudo é que a obesidade acarreta prejuizo

funcional no miocardio decorrente da menor sensibilidade dos receptores S-adrenergicos.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar a participacdo do sistema pg-adrenérgico na disfuncdo miocérdica induzida

pela obesidade.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO
Avaliar a sensibilidade dos receptores S-adrenérgicos (1 e 2) no miocardio de ratos

obesos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1- Animais

Foram utilizados 50 ratos Wistar machos, com 30 dias de idade, ~150g, provenientes
do Biotério do Laboratorio Experimental do Departamento da Clinica Médica, Faculdade de
Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP,
Sdo Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos no biotério de origem sob as seguintes
condicdes: gaiolas individuais de polipropileno com tampas de arame cromado forradas com
maravalha de Pinus esterilizada, temperatura ambiente (24 + 2°C), umidade controlada (55 +
5%) e ciclos de iluminacdo de 12 horas. Os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com 0 “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” publicado pelo “U.S.
National Institutes of Health”("® e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-

UFES) sob protocolo n°. 017/2011.

3.2- Protocolo Experimental

Os ratos foram randomizados em dois grupos: alimentados com dietas normocalorica
(DN, n= 25) ou hiperlipidicas (DH, n= 25). Os ratos DN receberam racdo padrdo para
roedores (RC Focus 1765, Agroceres®, Rio Claro, S&o Paulo, Brasil) e os DH um ciclo de
quatro racdes aromatizadas hiperlipidicas (RC Focus 2413, 2414, 2415 e 2416, Agroceres®,
Rio Claro, Séo Paulo, Brasil), por um periodo de 15 semanas. As rac6es hiperlipidicas foram
alternadas a cada 24 horas. Os ratos DN e DH receberam 50 g de racdo por dia e apds 24
horas a quantidade ndo ingerida foi mensurada. A oferta de 4gua foi ad libitum.

As racdes idealizadas no Laboratorio Experimental de Musculo Papilar Isolado do
Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, foram

adaptadas a partir de modelo dietético publicado por Nascimento et al.®.
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3.3- Composicao das racdes padrao e hiperlipidica

A racdo padrdo RC Focus 1765 foi composta pelos seguintes ingredientes: fosfato
bicélcico, 6leo de soja degomado, cloreto de sddio, milho moido, aditivo antioxidante, farelo
de soja, farelo de trigo, farinha de carne e ossos, farinha de peixe, suplemento mineral e
vitaminico.

As quatro racdes hiperlipidicas RC Focus 2413, 2414, 2415 e 2416 apresentaram a
mesma composicdo nutricional, com excecdo dos aditivos flavorizantes, queijo, bacon,
chocolate ou baunilha, respectivamente; as ra¢es foram constituidas de cloreto de sodio,
caseina, soro de leite em po, concentrado proteico de soja, milho integral moido, farinha de
bolacha, fosfato bicélcico, carbonato de célcio, 6leo de milho, aditivos emulsificante e
antioxidante, suplemento mineral e vitaminico.

A composicdo de macro e micronutrientes das racdes padrdo e hiperlipidica,

mensurada pela empresa Agroceres®, Rio Claro, S&o Paulo, Brasil, esta apresentada no

Quadro 1.
Quadro 1- Composic¢do dos macro e micronutrientes das ragoes (%).
Racdes
Componentes Padréo Hiperlipidica
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 42,7 26,4
Gordura 4,0 20,0
Vitaminas e Minerais 11,3 12,1
Fibras 8,0 9,0
Umidade 12,0 12,5
Calorias (Kcal/g) 2,95 3,65
% Calorias da proteina 29,8 21,9
% Calorias do carboidrato 57,9 28,9
% Calorias da gordura 12,3 49,2
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O perfil de &cidos graxos, avaliado no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e
Plantas do Departamento de Tecnologia - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP,

Jaboticabal, SP, Brasil, esta apresentado no Quadro 2.

Quadro 2- Perfil de acidos graxos saturados e insaturados das ragdes (%)

Ragcoes

Acidos graxos Padréo Hiperlipidica
Capraico (c6:0) 0,00 0,02
Caprilico (c8:0) 0,03 0,03
Céprico (c10:0) 0,02 0,05
Laurico (c12:0) 0,33 0,25
Miristico (c14:0) 0,30 0,33
Palmitico (c16:0) 16,56 15,09
Heptadecandico (c17:0) 0,02 0,08
Estearico (c18:0) 3,90 4,36
Palmitoléico (c16:1) 0,06 0,15
Oléico (c18:1n9c¢) 27,96 37,94
Linoléico (c18:2n6c) 47,10 40,83
a-Linolénico (¢18:3n3c¢) 3,72 0,87

Acidos Graxos Saturados 21,16 20,21

Acidos Graxos Insaturados 78,84 79,79

3.4- Avaliacgao nutricional dos animais
O perfil nutricional foi determinado pela analise de ingestdo calorica, eficiéncia
alimentar, peso e gordura corporal, indice de adiposidade, lipidios e glicemia sérica. A

ingestdo calorica foi calculada pela seguinte férmula: ingestdo alimentar semanal multiplicada
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pelo valor energético de cada racao (g x kcal). Com a finalidade de analisar a capacidade do
animal em converter a energia consumida em peso corporal, foi calculada a eficiéncia
alimentar (EA), dividindo-se o ganho total de peso corporal dos animais (g) pela energia total
ingerida (Kcal). O peso corporal dos animais foi aferido semanalmente, utilizando-se uma
balanca digital Mettler® modelo Spider 2 (Toledo do Brasil Inddstria de Balancas Ltda, S&o
Bernardo do Campo, Sdo Paulo, Brasil). A quantidade de gordura corporal total foi
determinada pela somatoria dos depositos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral. O
indice de adiposidade foi calculado, dividindo-se a gordura corporal total pelo peso corporal
final, multiplicado por 1001¥,

Para analise do perfil glicémico, lipidico, os ratos foram colocados em jejum por 12 a
15 horas, anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip; Dopalen®, Sespo IndUstria e
Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10
mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo IndUstria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, S&o
Paulo, Brasil), eutanasiados por decapitacao e submetidos a toracotomia mediana. A seguir, as
amostras de sangue foram coletadas em tubos Falcon, centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos (Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburg, Germany) e armazenadas em freezer & -
80°C (Thermo Fisher Scientific LLC, Asheville, NC, USA). As concentracdes séricas de
glicose, triacilglicerol, colesterol total, lipoproteinas de alta (HDL) e baixa (LDL) densidade,
foram determinadas utilizando-se kits especificos (CELM ®, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) e
analisadas pelo método enzimatico colorimétrico automatizado (Analisador Quimico BS-200,

Mindray, China).

3.5- Determinacao do momento inicial da obesidade
O momento do inicio da obesidade foi determinado aferindo-se semanalmente o peso

corporal dos animais. A determinacdo do momento inicial da obesidade foi baseada a partir de
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trabalhos anteriores®”?™ que constataram que o grupo DH apresentou fndice de
adiposidade estatisticamente maior do que o DN na terceira semana de tratamento. Esse

momento foi considerado como o inicio da obesidade.

3.6- Caracterizacéo da obesidade

A obesidade nos animais ao final dos periodos de 15 semanas de tratamento foi
determinada utilizando-se o indice de adiposidade. Diversos estudos tém utilizado este indice
como ferramenta para avaliar a quantidade de gordura corporal em roedores®#*™)  Este
método de baixo custo é facilmente realizado, pois permite avaliar os depoésitos de gordura

corporal de maneira precisa e consistente.

3.7- Constituicdo dos grupos controle e obeso

Apds 15 semanas do inicio da obesidade, os grupos de animais que receberam racao
normocalérica e hiperlipidica foram denominados como controle (C) e obeso (Ob),
respectivamente.

Na experimentacdo bioldgica, em especial estudos experimentais, mesmo quando
mantidas as condicdes laboratoriais semelhantes, ndo estd assegurada uma homogeneidade de
resposta. Nesse sentido, os ratos submetidos a racdo padrdo e hiperlipidica poderiam
apresentar, em maior ou menor escala, caracteristicas comuns, como, por exemplo, o indice
de adiposidade. Estudo publicado previamente’® mostrou que este fato pode conduzir a erro
de classificacdo, ou seja, animais submetidos a racdo padrdo poderiam ser classificados como
controle, quando na realidade, exibem caracteristicas de animais obesos, ou vice versa. Por
essa razdo, tornou-se necessario estabelecer um critério que separasse 0s animais em dois
grupos distintos de acordo com o indice de adiposidade. Com essa finalidade, foi construido
um intervalo de 95% de confianca (IC) para a média do indice de adiposidade dos ratos

controle e obeso. Foi adotado como ponto de separacédo (PS) entre os grupos, 0 ponto médio
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entre o limite superior do C e o limite inferior do Ob; a partir deste ponto foram excluidos do
grupo os animais com indice de adiposidade acima do PS pertencentes ao grupo C e do grupo

Ob os animais com indice de adiposidade abaixo do PS como mostrado na Figura 2.

L4 AL

Figura 2. Representacdo esquematica do critério utilizado para composi¢do dos grupos controle e obeso.

3.8- Obesidade e comorbidades

As alteracdes no perfil cardiovascular, metabdlico e hormonal, como hipertensdo
arterial sistémica, intolerancia a glicose, resisténcia sistémica a insulina, dislipidemias,
hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia®?*7>"89 que podem estar frequentemente

associadas a obesidade, foram avaliadas em todos os grupos.

3.8.1- Hipertensao arterial sistémica

Como os animais obesos podem apresentar hipertenso arterial sistémica >, foi
mensurada a pressdo arterial sistolica (PAS). A PAS foi aferida indiretamente por
pletismografia da cauda, utilizando-se eletro esfigmomanometro, Narco Bio-System®, modelo
709-0610 (International Biomedical, Inc, USA); este método ndo permite avaliar a pressao
arterial diastolica. Com a finalidade de produzir vasodilatacdo da artéria caudal, os ratos
foram previamente aquecidos, a temperatura de 40°C por 5 minutos, em uma caixa de madeira
(50 x 40 cm) forrada com maravalha de Pinus autoclavada. Apos o aquecimento, foi acoplado

0 sensor e 0 manguito em torno da cauda do animal (cuff). O manguito foi insuflado até
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atingir pressdao de 200 mmHg e, posteriormente, desinsuflado. As pulsacGes arteriais foram
registradas em um sistema de aquisicdo de dados computadorizados (AcqKnowledge®

MP100, Biopac Systems, Inc. Santa Barbara, CA, USA).

3.8.2- Intolerancia a glicose

Como os animais obesos podem apresentar niveis glicémicos normais em condic¢des
basais, foi analisado o perfil glicémico apés sobrecarga de glicose® 8%, As coletas de
sangue, na artéria caudal, foram realizadas na condicéo basal ap6s um periodo de jejum de 6
horas e ap6s administragdo intraperitoneal de glicose 25% (Sigma-Aldrich,® St Louis, MO,
USA), equivalente a 2 g/kg. As amostras sanguineas foram coletadas nos momentos O,
considerado condicdo basal, e ap6s 15, 30, 60, 90 e 120 minutos da infusdo da glicose
administrada na regido peritonial do animal. A mensuracdo dos niveis glicémicos foi realizada
com glicosimetro portatil Accu-Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda, Sdo Paulo,

Brasil). A intolerancia a glicose foi avaliada pelo perfil da curva e area glicémica.

3.8.3- Resisténcia sistémica a insulina

Como os animais obesos podem apresentar resisténcia & acdo da insulina (324788081,
foi analisado o indice HOMA-IR (homeostatic model assessment insulin resistance index),
baseado nas concentracbes séricas de glicose e insulina de jejum. Este indice ¢é
frequentemente utilizado na literatura para avaliar resisténcia & insulina @*#?. O calculo do

HOMA-IR foi realizado pela seguinte formula: concentracdo de insulina (pU/mL)

multiplicada pelos niveis glicémicos (mM/L) dividida por 22,5,
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3.8.4- Dislipidemias e Hiperglicemia

Os animais obesos podem apresentar alteragdes do perfil lipidico e glicémico@ "7,
sendo assim, foram avaliadas as concentracdes séricas de glicose, triacilglicerol, colesterol
total, lipoproteinas de alta e baixa densidade. A metodologia utilizada foi descrita no item 3.4,

referente a avaliacdo nutricional dos animais.

3.8.5- Hiperinsulinemia e Hiperleptinemia

Como os animais obesos podem apresentar hiperinsulinemia e hiperleptinemia®*247®
80) foram analisados os niveis séricos destes hormonios. As concentracdes hormonais foram
determinadas pelo método de ELISA utilizando-se Kits especificos (Linco Research Inc, St.

Louis, MO, USA). A leitura foi realizada com auxilio de leitor de micro-placa (Spectra MAX

190, Molecular Devics, Sunnyvale, CA, USA).

3.9- Caracterizacdo da remodelacdo cardiaca

Uma vez que a obesidade pode acarretar remodelacéo cardiaca®?"*) o coracdo foi
analisado por meio de estudos estruturais e funcionais. A estrutura foi avaliada post mortem
por meio de analise macroscopica e a fungdo cardiaca in vitro analisada utilizando o estudo
funcional do musculo papilar isolado. Os métodos utilizados para analise da remodelagéo

cardiaca estdo descritos abaixo:

3.9.1- Estrutura do coracéo post mortem

As analises estruturais macroscopicas post mortem permitem identificar a presenca de
remodelacdo cardfaca a nivel atrial e ventricular®®®. A remodelagdo cardiaca foi determinada
pela analise dos seguintes parametros: peso total do coracdo, dos ventriculos esquerdo e

direito, do atrio e das respectivas relagbes com o comprimento da tibia.
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3.9.2- Musculo papilar isolado

A técnica que utiliza o masculo papilar isolado do ventriculo esquerdo, avalia a funcao
mecanica do miocardico in vitro®"?®%)_ Esta preparacio permite detectar alteracdes precoces
na contracdo e no relaxamento do muésculo cardiaco®, independente das variacdes da pds-
carga, pre-carga, frequéncia cardiaca, influéncia hormonal e substrato energético, o que é
dificil de ser obtido em avalia¢cBes do coragdo in vivo. Além disso, como a adaptacdo do
organismo a obesidade pode causar efeitos indiretos no coracdo, o estudo com musculo
papilar isolado tem a vantagem de possibilitar a anélise direta da funcdo miocéardica. O estudo
funcional do masculo papilar isolado do ventriculo esquerdo foi realizado conforme técnica
descrita abaixo.

Os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip; Dopalen®,
Sespo Industria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato
de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo Indstria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands,
Jacarei, Sdo Paulo, Brasil), eutanasiados por decapitacdo e submetidos a toracotomia mediana.
Os coraces foram rapidamente removidos e colocados em solucdo de Krebs-Henseleit®”
com a seguinte composicdo em mM: 118,5 NaCl; 4,69 KCI; 2,5 CaCl,; 1,16 MgSQ,; 1,18
KH2POQO,; 5,50 glicose e 24,88 NaCO3, mantidos a temperatura de 28°C, previamente aerada
durante 10 minutos com 95% de oxigénio (O,) e 5% de dioxido de carbono (CO,). Apds
permanecerem aproximadamente 1 minuto na solucdo, os coracdes foram retirados e o
ventriculo direito dissecado com a finalidade de expor o septo interventricular; este foi
dividido a fim de permitir a exposi¢do adequada dos dois musculos papilares, anterior e
posterior, do ventriculo esquerdo. Os musculos papilares foram cuidadosamente dissecados,
mantendo-se nas suas extremidades segmentos da parede ventricular. Esses fragmentos foram

presos a anéis de aco inoxidavel com didmetro interno de 3,8 a 4,2 mm; a fixacdo dos anéis
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nestes fragmentos tem como finalidade evitar a lesdo da extremidade dos musculos papilares.
Estes, ap0s terem suas extremidades presas aos aneis, foram rapidamente transferidos para
camara de vidro contendo a mesma solucgéo de Krebs-Henseleit descrita acima, continuamente
aerada com 95% de O, e 5% de CO, e mantida a temperatura de 28°C pela utilizacdo do
banho circulante (Refrigerating/Heating -20°C to 150°C, PolyScience Division of Preston
Industries, Inc., Niles, IL, USA). O musculo papilar foi posicionado verticalmente e sua
extremidade inferior acoplada a um fio de aco inoxidavel, 0,38 mm de diametro, conectado a
um transdutor de forca (Grass FT03 Force Displacement Transducer, GRASS Technologies,
An Astro-Med, Inc. Product Group, West Warwick, RI, USA). O fio de aco atravessava uma
fenda, preenchida por mercurio, existente no assoalho da camara de vidro. A por¢do superior
tendinosa do masculo papilar foi conectada a um fio de aco, semelhante ao anterior, que
estava ligado a extremidade do braco longo de uma alavanca isotdnica de metal. Sobre esta
extremidade existia um micrémetro (L.S. Starrett. Co. Athol. Mass. n°463, USA.) que
controlava a extensdo dos movimentos da alavanca, permitindo ajustar o comprimento de
repouso do musculo papilar. Na extremidade do braco curto da alavanca foi suspenso, por fio
de aco, semelhante aos anteriores, um peso de 5,0 g, denominado pré-carga, que tinha por
finalidade promover o estiramento inicial do musculo papilar. A alavanca era constituida de
aluminio ou bronze, rigida e leve, sendo a razdo entre os bragcos longo e curto de 4:1,
conforme demonstrado na Figura 3.

Os musculos papilares foram estimulados 12 vezes por minuto (0,2 Hz) por meio de
eletrodos de platina tipo agulha (Grass E8, GRASS Technologies, An Astro-Med, Inc.
Product Group, West Warwick, RI, USA), posicionados paralelamente ao eixo longitudinal
dos musculos. Os eletrodos foram acoplados a estimulador elétrico (Grass S48, GRASS
Technologies, Na Astro-Med, Ic. Product Group, West Warwick, RI, USA) que emitia

estimulos em onda quadrada de 5 mili-segundos. A voltagem de estimulo utilizada foi de 12 a
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15 volts, aproximadamente, 10% acima do valor minimo necessario para provocar resposta
mecanica maxima do musculo. O pH da solucéo foi entre 7,38 a 7,42 e a pressdo parcial de
oxigénio da solucdo foi mantida entre 550 a 600 mmHg.

Apd6s um periodo de 60 minutos, durante os quais 0os musculos contrairam contra a
pré-carga sem desenvolverem forca, contracao isotonica, foi colocado uma carga adicional de
50 g, denominada pos-carga, na extremidade do braco curto da alavanca. A carga total, pré-
carga acrescida da pos-carga, impedia que os musculos encurtassem, passando 0s mesmos a
desenvolverem somente forca, contracdo isométrica. O excessivo estiramento muscular que
poderia ser causado pela adicdo da pds-carga foi evitado pelo micrdmetro que impedia a
movimentacdo da alavanca. Apos a estabilizacdo do musculo em contracdo isométrica, este
foi progressivamente estirado, por meio do micrdmetro, até a forca desenvolvida atingir o seu
valor maximo. O comprimento de estiramento da fibra muscular associado a forca ou tensédo
méaxima desenvolvida, em contracdo isométrica, denominou-se Lmax. Apos atingir o Lmax, o
musculo foi novamente colocado em contracdo isotnica durante 5 minutos. A seguir, 0
musculo papilar foi recolocado em contracdo isométrica para determinacdo final de Lmax. O
registro das varidveis foi iniciado apds verificar-se que o muasculo permaneceu estavel em
contragdo isométrica durante 15 minutos.

Os mausculos papilares dissecados inadequadamente ou que apresentarem 0
comportamento funcional fora do padrdo de normalidade foram excluidos do estudo. Os
musculos papilares que apresentaram a area seccional entre 0,5 e 1,7 mm? foram utilizados no

experimento.
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Figura 3. Representacdo esquematica do sistema de registro miografico

3.9.2.1- Parametros funcionais

Para determinar os mecanismos pelos quais a obesidade promove efeitos inotropicos
negativos e, consequentemente disfuncdo miocérdica, foram analisados os seguintes
parametros dos musculos papilares em contragdo isométrica: tensdo maxima desenvolvida
(TD, g/mm?), tensdo de repouso (TR, g/mm?), velocidade maxima de variagdo da tensdo
desenvolvida (+dT/dt, g/mm?/s), velocidade maxima de variacdo de decréscimo da tensdo
desenvolvida (-dT/dt, g/mm?/s), tempo para atingir o pico da tens&o desenvolvida (TPT, ms)
e 0 tempo para a tensdo desenvolvida decrescer 50% de seu valor maximo (TRsp, mS),

conforme mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Representacdo esquematica da curva de contracdo isométrica

As contracdes isométricas foram registradas em um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (AcqKnowledge® MP100, Biopac Systems, Inc, Santa Barbara, CA, USA).
A analise das curvas permitiu determinar os valores dos parametros mecanicos. Os valores da
TD, TR, +dT/dt e -dT/dt foram divididos pela area seccional do musculo papilar. Este
processo de normalizacdo permitiu comparar o desempenho de musculos de diferentes
tamanhos. Os dados obtidos foram apresentados em valores absolutos (g/mm?) e relativos

(%).

3.9.2.2- Protocolo funcional
O desempenho mecénico dos musculos papilares em contracdo isometrica foi
analisado sob condigdo basal e ap0s diferentes manobras inotrépicas e lusitropicas. Essas

foram utilizadas com a finalidade de identificar alteragdes da contracdo e do relaxamento que
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poderiam ndo ser observadas em condicdes basais. Além disso, as mesmas puderam auxiliar
no entendimento dos possiveis mecanismos relacionados com as alteracbes da funcéo
mecanica do miocardio. As manobras utilizadas foram: potenciacdo pos-pausa (PPP) e
elevacdo da concentracdo de calcio extracelular, as quais permitiram verificar a participacdo
do transito de Ca*? intracelular na patogénese da disfungdo do miocardio.
3.9.2.2.1- Condicéo basal

A obtencdo dos dados em condicao basal foi realizada com concentracdo de célcio de

2,5 mM na solucdo de Krebs-Henseleit.

3.9.2.2.2- Manobras inotropicas e lusitropicas
As seguintes manobras inotrdpicas e lusitrdpicas miocardicas com efeitos positivos

foram realizadas:

3.9.2.2.3- Potenciacao po6s-pausa
O potenciacdo pos-pausa (PPP) foi utilizado para estudar a funcdo de liberacdo e

0®9  Além disso, esta manobra

armazenamento de calcio pelo reticulo sarcoplasmatic
permitiu analisar indiretamente o trocador Na/Ca™. A relacdo entre PPP e a funcdo
miocardica foi realizada com concentracdo de céalcio de 0,5 mM na solugdo de Krebs-
Henseleit e apds periodos de cessacdo de estimulos de 10, 30, 60 e 90 segundos com
intervalos de 5 minutos entre cada elevacdo. Os periodos crescentes tiveram como finalidade

disponibilizar maiores quantidades de célcio citosélico e, portanto, intensificar a magnitude

do desempenho do musculo cardiaco.

3.9.2.2.4- Elevagdo da concentracao de célcio extracelular
A elevacdo da concentracdo de calcio intracelular acarreta aumento do fluxo desse ion

por meio dos canais lentos de Ca*? e pela troca Na*/Ca*?, o que permite, também como PPP,
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avaliar os mecanismos relacionados com o transporte de célcio intracelular e a contratilidade
miocardica®. A elevacdo da concentracdo de calcio na solucdo de Krebs-Henseleit foi
realizada com aumentos sequenciais de Ca*® de 0,5 para 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 mM com

intervalos de 5 minutos entre cada concentracéo.

3.9.2.2.5- Analise do sistema g-adrenérgico

O sistema p-adrenérgico foi avaliado por meio de andlise funcional, o qual permitiu
testar a sensibilidade dos adrenoreceptores 5°>%2 Apés o protocolo utilizado para avaliar a
funcdo cardiaca, dos mdsculos papilares, ambos os grupos foram estimulados com
concentragdes cumulativas de isoproterenol (107, 10° e 10°M) na presenca de 1,0 mM de
Ca*?na solucgdo nutriente.

O isoproterenol é um agonista que estimula os receptores S-adrenérgicos (Sigma®-
Aldrich, St Louis, MO, USA), aumentando a atividade do coracdo. As respostas inotropicas e
lusitropicas foram analisadas apds a adicdo de cada dose na solucdo nutriente, sendo que, 0s
musculos permanecerdo em cada estagio por 10 minutos antes de receber a préxima
concentragdo de isoproterenol. Os dados analisados foram expressos em valores absolutos
(g/mm?) e relativos (%).

Apbs o término das manobras de avaliacdo da funcdo miocardica e do sistema S-
adrenérgico, os musculos papilares foram retirados da preparacdo e usados para a avaliagdo da
area seccional. Os parametros morfoldgicos utilizados para caracterizar os musculos papilares
serdo: comprimento (mm), peso (mg) e &rea seccional (mm?). O comprimento in Vitro, (Lmax)
foi medido com auxilio de um catetdbmetro Gartner (Gartner Scientific Corporation, Chicago,
USA). A porcdo muscular entre os anéis de acgo foi cortada, submetida a secagem com papel

filtro e pesada. Considerando-se que 0 masculo papilar tem forma cilindrica, uniforme e peso
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especifico aproximadamente unitario, a area seccional foi calculada dividindo-se o peso pelo

comprimento determinado em Lmax.

3.9.3- Determinacéo do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepético

Em razdo da obesidade influenciar no aumento na volemia corporal dos ratos®®, o que
poderia promover acimulo de liquido nos tecidos, foi realizada a avaliacdo do teor de 4gua
tecidual nas amostras de ventriculos esquerdo e direito, atrio, pulmdo e figado. Apos a
remocdo do tecido, realizou-se a pesagem in natura. Em seguida, as amostras foram
submetidas a secagem em estufa (Kamp Metalurgica, Duque de Caxias, Rio de Janeiro,
Brasil), sob temperatura de 55 + 5°C, por um periodo de 48 horas. A determinacdo do teor de
agua foi expressa em valores relativos e calculada pela seguinte formula: [(PN-PS)/PN] x

100%, onde PN representa 0 peso in natura e o PS 0 peso seco.

3.10 - Anélise estatistica

As caracteristicas gerais, comorbidades associadas a obesidade, analises macro e
funcionais referentes a remodelacdo cardiaca foram expressas por meio de medidas
descritivas de posicdo e variabilidade®”. A comparacdo dos grupos experimentais foi
realizada pelo test-t de Student e/ou Mann Whitney para amostras independentes.

A comparacdo dos perfis evolutivos do peso corporal e do perfil glicémico entre os
grupos foi realizada pela técnica de analise de variancia (ANOVA) para 0 modelo de medidas
repetidas em grupos independentes (dieta e tempo), complementada com teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni®®.

As variaveis relacionadas ao estudo funcional do musculo papilar em condicdo basal e
apos a realizacdo das diferentes manobras inotropicas e lusitropicas foram analisadas pelo

test-t de Student e pela ANOVA no modelo de medidas repetidas para esquema de dois
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fatores independentes®®, respectivamente. O teste de comparagdes multiplas de Tukey foi
utilizado quando a ANOVA apresentou diferenca estatistica para os fatores avaliados. O nivel

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

4.1- Caracterizagdo do momento inicial de obesidade

O peso corporal foi semelhante nas duas primeiras semanas de tratamento em ambos
0s grupos C e Ob (Figura 5) entretanto, durante a 3% semana, 0 peso corporal dos animais Ob
foi maior do que o peso corporal dos animais do grupo C. Este momento foi caracterizado

como 0 momento inicial de obesidade.
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Figura 5. Evolucéo semanal do peso corporal dos animais alimentados com dietas
normocalérica (DN, n=25) ou hiperlipidicas (DH, n=25). Dados expressos em
média + desvio-padrdo. ANOVA para 0 modelo de medidas repetidas em grupos
independentes e complementada com o teste post-hoc de Bonferroni. * p<0,05 vs
DN.

4.2- Caracteristicas gerais dos grupos experimentais

A partir dos critérios de exclusdo estabelecidos para a composicdo dos grupos foram
utilizados: controle (C, n=20) e obeso (Ob, n=17). Neste sentido foram descartados 13
animais, os quais nao se enquadraram nos quesitos proposto pelo estudo, sendo 5 animais do

grupo controle, pois adquiriram caracteristicas dos animas obesos, e 8 animais do grupo obeso
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que apresentaram resisténcia ao protocolo de obesidade, ndo adquirindo assim, as
caracteristicas de animais obesos conforme desejado.

A Figura 6 ilustra a evolucdo semanal do peso corporal do grupo Ob; este apresentou
em todos os momentos diferenca estatistica quando comparado ao grupo C durante as 15

semanas de tratamento.
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Figura 6. Evolucdo semanal do peso corporal dos animais controle (C, n=20) e obeso
(Ob, n=17), a partir da quarta semana do inicio da obesidade. Os dados estdo expressos
em média e desvio-padrdo da média. * p<0,05 vs C. Analise de medidas repetidas para
dois grupos independentes e complementada com o teste post-hoc de
Bonferroni.*p<0,05 vs C.

A Tabela 1 mostra as caracteristicas gerais dos animais C e Ob apds 15 semanas de
tratamento. Os pesos corporais iniciais (obtido na 3 semana de tratamento) e finais dos
animais obesos apresentaram valores maiores em relagdo ao grupo C. Os depositos de gordura
epididimal, visceral, retroperitonial, ganho de peso, gordura corporal total e o indice de

adiposidade foram maiores no grupo Ob do que no grupo C (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais ap6s 15 semanas.

Grupos
Variaveis Controle (C=20) Obeso (Ob=17)
PCI (g) 154 + 7 156 £ 7
PC 3 (9) 288 + 26 309 + 19*
PCF (9) 486 £ 37 560 + 42*
Ganho de peso (g) 198 + 22 251 + 39*
Epididimal (g) 6,8+19 13,7 + 4,0*
Retroperitonial (g) 9,6+23 19,4 £ 5,9*
Visceral (g) 58+1,6 10,7 £ 3,5*
Gordura corporal total (g) 22,2+51 43,8 +£12,3*
Indice de adiposidade (%) 45+0,9 7,8+22*

Dados expressos em média + desvio-padrdo. PCI: peso corporal inicial; PC 3 peso corporal a partir da 3?
semana); PCF: peso corporal final; C: grupo controle submetido a dieta padrdo (C; n=20) e Ob: grupo obeso
submetido a dieta hiperlipidica (Ob; n=17), ambos por 15 semanas de tratamento; Teste “t” de Student para
amostras independentes. * p<0,05 vs C.

4.3- Perfil nutricional

A Tabela 2 mostra as caracteristicas nutricionais dos animais C e Ob ap6s 15 semanas
de tratamento. A comparagdo entre os grupos C e Ob, durante o periodo experimental,
mostrou que os animais Ob ingeriram menor quantidade de racdo que os C, no entanto, a
eficiéncia alimentar foi maior nos animais Ob em relagéo ao grupo C. Nao houve diferenca

estatistica na ingestéo caldrica entre 0s grupos.

Tabela 2. Caracteristicas nutricionais apés 15 semanas.

Grupos
Variaveis Controle (C=20) Obeso (Ob=17)
Ingestdo alimentar (g/dia) 26,4 +2,1 20,4 + 1,4*
Ingestdo calorica (Kcal/dia) 779%6,4 743+5,2
Eficiéncia alimentar (%) 24+0,3 3,2+0,4*

Dados expressos em média + desvio-padrdo. C: grupo controle submetido a dieta padrdo (C; n=20) e Ob: grupo
obeso submetido a dieta hiperlipidica (Ob; n=17), ambos por 15 semanas de tratamento; Teste “t” de Student
para amostras independentes. * p<0,05 vs C.
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4.4- Caracteristicas bioquimicas e pressoricas

A Tabela 3 mostra as caracteristicas bioquimicas e pressoricas dos animais C e Ob
apos 15 semanas de tratamento. Os valores séricos de glicose, colesterol total e HDL foram
semelhantes entre os grupos C e Ob. Entretanto, os niveis de triglicerideos, LDL e VLDL

apresentaram valores maiores significativos nos grupos Ob em comparagdo ao grupo C. A

PAS dos grupos C e Ob néo apresentou diferenca significativa.

Tabela 3. Perfil bioquimico e pressdo arterial sistolica apds 15 semanas.

Grupos
Variaveis Controle (C=20) Obeso (Ob=17)
Glicose (mg/dL) 129 + 20 133+ 19
Colesterol total (mg/dL) 63,6 + 12,6 66,3 £ 15,1
Triglicerideos (mg/dL) 489+ 23,1 69,9 + 61,5*"
HDL (mg/dL) 237+28 25,4 + 4.4
LDL (mg/dL) 31,1£35 35,5+6,9*
VLDL (mg/dL) 10,2+1,9 14,7 + 5,4*
PAS (mmHg) 126 + 6 131+12

Dados expressos em média + desvio-padrdo. C: grupo controle submetido a dieta padrdo (C; n=20) e Ob: grupo
obeso submetido a dieta hiperlipidica (Ob; n=17), ambos por 15 semanas de tratamento; HDL.: lipoproteina de alta
intensidade; LDL.: lipoproteina de baixa intensidade; VLDL lipoproteina de muita baixa intensidade; PAS: presséo
arterial sistdlica; Teste “t” de Student para amostras independentes. * p<0,05 vs C; # dados apresentados em
mediana + semi-amplitude e submetidos ao teste de Mann Whitney para amostras independentes.

4.5- Perfil glicémico

A Figura 7 mostra as caracteristicas glicémicas dos animais C e Ob apds 15 semanas
de tratamento. O teste de tolerancia a glicose (GTT) realizado nos animais C e Ob promoveu
aumento dos niveis glicémicos somente nos momentos 60, 90 e 120 minutos no grupo Ob em

comparacdo ao grupo C. N&o houve diferenca significativa entre os grupos no momento basal
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e apds 15 e 30 minutos. Contudo, a area glicémica nos animais Ob foi significativamente

maior quando comparado com os animais C (Figura 8).
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Figura 7. Perfil glicémico obtido no teste de tolerancia a glicose dos animais C
(n=20) e Ob (n=17) apos 15 semanas de tratamento. Dados expressos em média +
desvio-padrdo. Analise de variancia (ANOVA) para o esquema de dois fatores e
medidas repetidas, complementada com o teste post-hoc de Bonferroni. * p<0,05
vs C.
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Figura 8. Area glicémica, obtida no teste de tolerancia a glicose, dos
animais controle (C, n=20) e obeso (Ob, n=17) submetidos a 15 semanas
de tratamento. Dados expressos em média + desvio padrdo. Teste “t” de
Student para amostras independentes. * p<0,05 vs C.
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4.6- Resisténcia a insulina
A Figura 9 mostra o resultado do indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR) nos
grupos C e Ob. O HOMA-IR néo apresentou diferenca estatistica quando comparado ao grupo

C (p=0,12).
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Figura 9. indice de resisténcia 4 insulina (HOMA-IR) dos animais controle
(C, n=20) e obeso (Ob, n=17) submetidos a 15 semanas de tratamento.
Dados apresentados em mediana * intervalos interquartis. Mann Whitney
para amostras independentes.

4.7- Analise sérica dos horménios insulina e leptina

As Figuras 10 e 11 ilustram os resultados séricos de insulina e de leptina realizados
nos grupos C e Ob, respectivamente. A Figura 10 mostra que 0s niveis de insulina no grupo
Ob ndo apresentaram aumento significativo quando comparado ao grupo C (p=0,08). A

obesidade promoveu aumento da leptina em relacéo ao grupo C, como mostrado na Figura 11.
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Figura 10. Niveis séricos de insulina dos animais
controle (C=20) e obeso (Ob=17) submetidos a 15
semanas de tratamento. Dados apresentados em mediana
+ semi amplitude. Mann Whitney para amostras
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Figura 11. Niveis séricos de leptina dos animais controle
(C=20) e obeso (Ob=17) submetidos a 15 semanas de
tratamento. Dados apresentados em mediana + semi-
amplitude. Mann Whitney para amostras independentes. *
p<0,05vs C.
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4.8 - Analise macroscépica do coragdo post mortem

A Tabela 4 mostra a estrutura macroscépica cardiaca post mortem dos ratos C e Ob. A
comparagdo entre os grupos C e Ob, mostrou que o comprimento da tibia e 0os pesos do
coracdo, VE, VD, AT e as relacbes coracdo/Tibia, VD/Tibia, VE/Tibia e AT/Tibia foram

maiores no grupo Ob quando comparado ao C.

Tabela 4. Caracteristicas morfologicas do coracdo ap6s 15 semanas.

Grupos

Variaveis Controle (C=20) Obeso (Ob=17)
Coracéo (9) 1,18 + 0,09 1,32 +0,13*
VE (9) 0,86 + 0,06 0,94 + 0,08*
VD (g) 0,22 £ 0,03 0,27 + 0,05*
AT (9) 0,10 £ 0,01 0,11 + 0,02*
Tibia (cm) 4,35+ 0,09 4,43 + 0,09*
Coracdo/ Tibia (g/cm) 0,27 £ 0,02 0,30 £ 0,03*
VE/ Tibia (g/cm) 0,20 £ 0,01 0,21 +0,02*
VD/ Tibia (g/cm) 0,05+ 0,01 0,06 +0,01*
AT/ Tibia (g/cm) 0,022 + 0,003 0,025 + 0,003*

Dados expressos em média + desvio- padrdo. C: controle; Ob: obeso; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo
direito; AT: atrio; Teste “t” de Student para amostras independentes. * p<0,05 vs C.

4.9- Determinacao do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepético
A Tabela 5 mostra o teor de dgua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepético dos ratos
C e Ob. A comparagdo entre 0s grupos, mostrou que a obesidade ndo modificou o teor de

agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico.
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Tabela 5. Teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico.

Grupos
Variaveis (%) Controle (C=20) Obeso (Ob=17)
VE 75,6 £2,7 74,8+ 0,7
VD 75,0+ 1,0 756+1,2
AT 776+14 79,2+5,2
Pulméo 779+18 78,8+1,8
Figado 66,7 + 3,0 66,3 + 3,6

Dados expressos em media + desvio padrdo. C: controle; Ob: obeso; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo
direito; AT: atrio; Teste “t” de Student para amostras independentes. * p<0,05 vs C.

4.10- Avaliacao da funcéo cardiaca in vitro

A avaliacéo da fungdo cardiaca in vitro dos animais, C e Ob, por meio de musculo
papilar isolado do VE, estd apresentada nas Tabelas 6, 7, 8, 9 e Figuras 12, 13, 14. A partir
dos critérios estabelecidos para a anélise do musculo papilar (area seccional) foram utilizados

18 animais no grupo C e 17 no grupo Ob.

4.10.1- Condicao basal

A Tabela 6 mostra os dados funcionais do musculo papilar obtidos em condicbes
basais com concentracdo de Ca*? de 2,5 mM. Os resultados indicam que a obesidade ndo
acarretou alteracdo funcional, desde que as varidveis analisadas apresentaram comportamento
semelhante entre os grupos. Os valores da area seccional transversa do musculo papilar ndo

apresentaram diferenca entre os grupos.



42

Tabela 6. Contragdo isométrica basal.

Grupos

Variaveis Controle (C=18) Obeso (Ob=17)
TD (g/mm?) 6,03 + 1,77 5,30 + 1,15
TR (g/mm?) 0,94 0,33 0,88 + 0,37

+ dT/dt (g/mm?/s) 71,0217 63,9 + 14,4
-dT/dt (g/mm?/s) 23,9+5,6 22,5+5,0
TPT (ms) 169 + 12 162 + 12
TRso (MS) 178 + 23 168 + 17
AST MP (um?) 1,07 £ 0,26 1,21+0,28

Dados expressos em média £ desvio-padrdo. C: controle; Ob: obeso; TD: tensdo desenvolvida; TR:
tenséo de repouso; TPT: tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de
variagcdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt: velocidade méxima de variacdo de decréscimo da tensdo
desenvolvida; TRsg: tempo para a tensdo desenvolvida decrescer 50% de seu valor maximo; AST MP:
Area Seccional transversa do musculo papilar (um?) . Teste “t” de Student para amostras independentes.

4.10.2- Potencial pds-pausa

Os efeitos do potencial pds-pausa durante o periodo de tratamento de 15 semanas
sobre a funcdo do musculo papilar em valores absolutos e relativos estéo ilustrados na Tabela
7 e Figura 12, respectivamente. Os resultados em valores absolutos demonstraram que nao
houve alteracdo funcional entre os grupos no momento basal e apds 10, 30, 60 e 90 segundos
de cessacdo do estimulo, desde que, as variaveis analisadas apresentaram comportamento
semelhante (Tabela 7). No entanto, a avaliacdo do comportamento funcional, a partir de
valores relativos, demonstrou que a derivada negativa (-dT/dt) foi diferente entre 0s grupos
nos periodos de 30, 60 e 90 segundos, apresentando-se menor no grupo Ob (Figura 12). Nao
houve diferenca estatistica para os demais pardmetros funcionais TD, TR, +dT/dt, TPT e
TRsp,

A analise do comportamento funcional em valores absolutos, fixado os grupos, a partir
da manobra do potencial pds-pausa (PPP) demonstrou que houve aumento significativo das

variaveis TD, +dT/dt e a -dT/dt até o momento de cessacdo do estimulo de 30 segundos em
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ambos 0s grupos, permanecendo estavel a partir desse momento. A TR apresentou

comportamento diferente no grupo Ob apos cessacdo do estimulo de 10 segundos. O PPP néo

modificou o comportamento da variavel TPT em ambos os grupos. A TRs apresentou

comportamento diferente no grupo Ob ap0s cessacdo do estimulo de 60 segundos; no grupo C

a TRsomostrou elevacdo apos cessacdo do estimulo de 10.

Tabela 7. Potencial P6s Pausa

Potencial P6s Pausa (Segundos)

variaveis Grupo basal PP 10 PP 30 PP 60” PP 90”
TD (g/mm?) C 4104098 526+120° 596+132° 623+140° 6,30+1,57°
Ob 391+063 492+080° 554+091° 576+0,99° 578+1,19°
TR (g/mm?) C 0,82+0,28° 0,79+028 0,76+0,30° 0,74+0,29" 0,78+ 0,22°
Ob 0,74+026* 0,73+0,25° 0,71+0,23® 0,67+0,23" 0,65+0,21%*
+dT/dt (g/mm?/s) C 456+115° 586+132° 679+148  72,3+16,1° 74,3+18,9™
Ob 432 +6,7° 529+99° 61,7+100° 648+110° 66,3+131°
-dT/dt (g/mm?s) C 18,8+4,1°  220+47° 248+48 262+49° 273+51%
Ob 18,9 +4,0° 213+46° 232+52° 244+6,0° 255+6,6%
TPT (ms) C 176 + 16° 173+14%° 179+ 17° 180 +15° 172 +12°
Ob 172 +12° 169 +12° 174+ 12° 175+13* 171 +14°
TRso (M) C 154 + 14° 174+17° 173 +16° 174 +20° 169+ 23°
Ob 144 + 117 160 +15° 167 +15° 172 £24° 162+ 17"

Dados expressos em média + desvio- padrdo. C: controle (n= 18); Ob: obeso (n=17); TD: tensdo desenvolvida; TR: tensdo de repouso;
TPT: tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de variagdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt:
velocidade méaxima de variacdo de decréscimo da tenséo desenvolvida; TRsy: tempo para a tensdo desenvolvida decrescer 50% de seu
valor méximo. Letras mindsculas indicam comparacdo entre os momentos fixado o grupo. Analise de variancia (ANOVA) para o
esquema de dois fatores, complementada com o teste de compara¢des multiplas de Tukey.
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Figura 12. Efeitos do potencial pds-pausa no miocardio de coracdo de ratos controles (barras brancas; n = 18) e obesos
17) ap6s o estimulo ser cessado por 10, 30, 60 e 90 segundos. TD - tensdo méaxima
desenvolvida; TR - tensdo de repouso; +dT/dt - velocidade maxima de variagdo positiva da tensdo desenvolvida; -dT/dt -
velocidade méaxima de decréscimo da tensdo desenvolvida; TPT - tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; TRz,
- tempo para a tensdo desenvolvida decrescer 50% de seu valor maximo. Dados apresentados em percentuais médios em
relagdo ao valor basal + DP; * p < 0,05 versus grupo controle; Andlise de variancia (ANOVA) no modelo de medidas
repetidas para esquema de dois fatores independentes; teste pot hoc de comparagdes multiplas de Tukey.

(barras quadriculadas; n
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4.10.3- Elevacao da concentracdo de calcio extracelular

Os efeitos da elevacdo da concentracdo de calcio extracelular durante o periodo de
tratamento de 15 semanas na funcdo do musculo papilar em valores absolutos e relativos estdo
mostrados na Tabela 8 e na Figura 13, respectivamente. Os resultados em valores absolutos
demonstram que ndo houve alteragdo mecénica apds elevacdo das concentracfes de célcio
intracelular (Tabela 8). No entanto, a Figura 13 mostra que a derivada negativa (-dT/dt) em
valores percentuais foi menor no Ob ap6s elevacdo das concentracdes de Ca*? (2,0; 2,5 e 3,0
mM) em relagéo ao grupo C.

O comportamento funcional em valores absolutos, a partir da manobra de elevagéo da
concentracdo de célcio extracelular, demonstrou que houve aumento significativo das
variaveis TD e +dT/dt na transicdo do momento basal até a elevacdo da concentracéo para 1,5
mM em ambos os grupos. A TR no grupo Ob diminuiu a partir da elevagdo da concentracéo
de célcio extracelular de 2,5 mM; no grupo C este comportamento foi visualizado com a
elevacdo da concentracdo de célcio de 1,0 mM. A -dT/dt no grupo Ob aumentou a partir da
elevacdo da concentracdo de célcio extracelular de 1,0 mM; no grupo C este comportamento
foi visualizado com a elevacdo da concentracdo de célcio de 1,5mM. O comportamento da
TRso foi modificado em ambos os grupos a partir da elevacdo da concentracdo de célcio de
1,5mM. A elevacdo da concentracdo de célcio extracelular ndo modificou o comportamento

da variavel TPT em ambos os grupos (Tabela 8).



Tabela 8. Elevagédo da concentracdo de calcio extracelular.
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Elevagdo de Calcio

Variaveis Grupos
Basal 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
TD (g/mm?) c 399+130° 489+111° 560+1,23 596+134° 622+140°  6,16+144°
Ob 3,74+064° 469+084" 520+098° 550+1,07° 5,69+1,09° 5,61 + 1,22%
TR (g/mm?) C 0,75+0,22* 0,71+0,21° 0,69+0,20° 0,68+0,21° 0,66+0,19* 0,64 +0,20°
Ob 063+02% 059+02° 0,58+0,22® 0,55+0,20®° 0,550,22" 0,55 0,23
+dT/dt (g/mm?/s) C 430+11,0° 568+133" 658+153° 71,1+16,8 764+ 189" 75,2 +19,7%
Ob 417+72* 535+91° 60,1+115° 645+123° 685+131°  67,3+151°
-dT/dt (g/mm?s) C 200+50° 247+51°  269+51° 276+53° 287+58% 28,4 +57°
Ob 19,8+4,0° 239+52° 253+55° 256+57° 260+£57™ 25,7 +6,3™
TPT (ms) C 167 + 14° 164 + 11° 164 + 15° 160+ 10*° 167 + 10° 163 + 14°
Ob 165 + 11° 159 + 13° 156 + 11° 161+11* 156+ 11° 159 + 11°
TRso(Ms) C 138 + 15° 139 + 10° 148 +12° 157 + 13° 153 + 16™ 158 + 16°
Ob 131+8*° 138+ 10° 143 +8%® 147 £11% 150+ 9" 151 + 14"

Dados expressos em média £ desvio padrdo. C: controle (n= 18); Ob: obeso (n=17); TD: tensdo desenvolvida; TR: tensdo de repouso;
TPT: tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade méaxima de variacio da tensfo desenvolvida; -dT/dt:
velocidade méaxima de variacdo de decréscimo da tensdo desenvolvida; TRs,: tempo para a tensdo desenvolvida decrescer 50% de seu
valor méximo. Letras minasculas indicam comparagdo entre os momentos fixado o grupo. Analise de variancia (ANOVA) para o
esquema de dois fatores, complementada com o teste de comparagdes multiplas de Tukey.
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Figura 13. Efeitos da elevagdo da concentragdo de calcio extracelular (1,0 até 3,0mM) nas respostas inotropicas de
miocardios controles (barras brancas; n =18) e obesos (barras quadriculadas; n = 17). Concentracdo de célcio basal (0,5
mM) representa 100%. TD - tensdo maxima desenvolvida; TR - tensdo de repouso; +dT/dt - velocidade maxima de
variagdo positiva da tensdo desenvolvida; D: -dT/dt - velocidade maxima de decréscimo da tensdo desenvolvida; TPT -
tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; TRs, - tempo para a tensdo desenvolvida decrescer 50% de seu valor
maximo. Os dados sdo apresentados em percentuais médios em relacdo ao valor basal £ DP; * p < 0,05 versus grupo
controle; Anélise de variancia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas para esquema de dois fatores independentes;
teste de comparac¢es multiplas de Tukey.
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4.10.4- Estimulacao do sistema g-adrenérgico

Os efeitos da estimulacdo p-adrenérgica durante o periodo de tratamento de 15
semanas na funcdo do musculo papilar em valores absolutos e relativos estdo demonstrados na
Tabela 9 e na Figura 14, respectivamente. No momento basal (concentracdo de Ca** = 1,0
mM) houve alteracdo funcional apenas na TRsg, sendo este parametro menor no grupo Ob em
relacdo ao grupo C. Os efeitos obtidos com estimulacdo p-adrenérgica a partir do
isoproterenol demonstram que 0s grupos apresentaram comportamento funcional semelhante
(Tabela 9). Contudo, os valores da TRs, ap6s estimulagdo de isoproterenol (10"M) foram
menores, quando comparado com o grupo C. No entanto, a Figura 14 mostra que ap0s
estimulagéo S-adrenérgica com isoproterenol (107 M), a derivada negativa (-dT/dt ) no grupo
Ob foi maior do que o C. Embora ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos na
concentracdo de isoproterenol (10), os ratos Ob apresentaram maior percentual de resposta

na -dT/dt (p=0,06).
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Tabela 9. Estimulacéo g-Adrenérgica.

. Isoproterenol
Variaveis Grupos Basal 107 10° 10°
TD (g/mm?) C 5,30 + 1,2 5,60 + 1,47% 5,87 + 1,49° 5,70 + 1,52%
Ob 4,95 + 0,93 5,37 +1,00% 5,53 +1,13" 5,59 + 1,16°
TR (g/mm?) C 0,58 + 0,22° 0,58 + 0,20 0,59 + 0,17 0,53 +0,18°
Ob 0,53 +0,21° 0,55 + 0,21° 0,53+0,23®  048+0,23°
+dT/dt (g/mm?/s) C 62,7 +15,1° 72,9+19,8° 82,3 +19,9° 85,7 + 20,3°
Ob 57,2 + 10,6 69,6 + 14,5° 76,9 + 15,6° 79,3 + 16,4°
-dT/dt (g/mm?/s) C 26,5+ 5,4° 33,9+8,3° 46,5 + 9,4° 51,5+ 11,8°
Ob 24,6 +53° 35,5+ 10,5° 470+12,3°  52,8+134°
TPT (ms) C 164 + 16 147 +17° 134 + 9° 129 + 12°
Ob 161 + 11° 144 + 14° 129 + 10° 128 +9,7°
TRso (MS) C 147 + 15° 120 + 14° 91,6 +11,0° 83,9 +9,6"
Ob 137 + 10*® 105 + 14*° 86,2 + 8,4° 775+8,3°

Dados expressos em média +desvio padrdo. C: controle (n= 18); Ob: obeso (n= 17); TD: tensdo desenvolvida; TR: tensdo de
repouso; TPT: tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade méxima de variacéo da tensdo desenvolvida; -
dT/dt: velocidade mé&xima de variacdo de decréscimo da tensdo desenvolvida; TRsy: tempo para a tensdo desenvolvida decrescer
50% de seu valor maximo. Letras mindsculas indicam comparacdo entre os momentos fixado o grupo. Andlise de variancia
(ANOVA) para o esquema de dois fatores, complementada com o teste de compara¢fes multiplas de Tukey.
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Figura 14. Efeitos do aumento da concentracio de isoproterenol (107 até 10 M) sobre as respostas inotropicas
de miocéardios controles (barras brancas; n = 18) e obesos (barras quadriculadas; n = 17). Concentracdo de calcio
basal (1,0mM) representa 100%. TD - tensdo maxima desenvolvida; TR - tensdo de repouso; +dT/dt - velocidade
méaxima de variacdo positiva da tensdo desenvolvida; -dT/dt - velocidade maxima de decréscimo da tenséo
desenvolvida; TPT - tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; TRs, - tempo para a tensdo desenvolvida
decrescer 50% de seu valor maximo. Dados apresentados em percentuais médios em relacéo ao valor basal +
DP; * p < 0,05 versus grupo controle; Andlise de variancia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas para
esquema de dois fatores independentes; teste pot hoc de comparagdes multiplas de Tukey.
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5. DISCUSSAO
5.1- Momento inicial da obesidade

A determinacdo do momento inicial da obesidade torna-se fundamental para controle
da duracdo do tratamento experimental. Dentro deste contexto, no presente estudo,
corroborando com dados anteriores visualizados em nosso laborat6rio®®, o momento inicial
da obesidade ocorreu na terceira (3%) semana de tratamento. Apds o inicio da obesidade, os
animais permaneceram mais 15 semanas em protocolo experimental, o qual visou o
desenvolvimento de um modelo consistente de obesidade induzido por dieta hiperlipidica
insaturada em ratos Wistar. Poucos estudos, utilizando protocolos de inducéo a obesidade por
meio de dieta hiperlipidica, verificaram o inicio da elevacdo de adiposidade®’ 2™, Levin et
al."™ Branddo et al.®”, Yanga et al.®® e Zarzoso et al.®® definiram o momento inicial da
obesidade apds constatarem que animais alimentados com dieta hiperlipidica tornavam-se

obesos na 42 semana de tratamento.

5.2- Constituicao dos grupos controle e obeso

Com a finalidade de diferenciar e caracterizar os animais como verdadeiramente
obesos e controles, utilizou-se neste estudo critério de classificagdo dos grupos a partir do
indice de adiposidade. Este critério foi baseado em estudos anteriores realizados em modelos
de obesidade®" 2833407 Em estudos experimentais, mesmo quando mantidas as condices
laboratoriais semelhantes, ndo estdo assegurada uma homogeneidade de resposta. Neste
sentido, animais alimentados com racdo padrdo e hiperlipidica podem apresentar, em maior
ou menor escala, caracteristicas comuns de resposta, como, por exemplo, o indice de
adiposidade. Este resultado poderia levar a resultados discrepantes por ocorréncia da

homogeneidade dos dados entre 0s grupos.
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Os descartes por nao adesao ao procedimento utilizado para a composi¢do dos grupos
foram, respectivamente, no grupo controle (C= 5) e no grupo obeso (Ob= 8), representando
20% e 32%, respectivamente. Nascimento et al."® utilizando critério semelhante, a partir da
mensuracdo da gordura corporal na carcaca para a constituicdo dos grupos controle e obeso
apos 15 semanas, verificaram resultados divergentes dos encontrados em nosso estudo, sendo
obtidos descartes inferiores a 20%.

Cabe ressaltar que mesmo com algumas exclusdes dos animais nesse estudo, é
fundamental elucidar que a literatura ndo realiza este tipo de separacdo e admite que todos os
animais apresentam caracteristicas distintas quando alimentados com dietas diferentes®®%,
A auséncia de um procedimento como o empregado neste estudo, poderia acarretar erros de
classificacdo, ou seja, animais do grupo C adquirir caracteristicas de ratos Ob ou vice-versa.

Dentro deste contexto, a finalidade do presente estudo foi avaliar a obesidade em animais

classificados como verdadeiramente obesos.

5.3- Caracteristicas Gerais

De acordo com os dados obtidos de elevacdo no peso e na gordura corporal total,
observou-se o desenvolvimento de um modelo viavel e reprodutivel de obesidade induzida
por dieta hiperlipidica em ratos Wistar. O peso corporal final dos animais Ob ap6s 15
semanas de tratamento foi 15,2% maior em relacdo ao grupo C. Esses dados corroboram com
achados de outros autores que visualizaram elevacdo no peso corporal dos animais Ob em
relacio ao controle® %199 Em contraste, Lima-Leopoldo et al.”™ e outros autores?*'*Y ngo
demonstraram diferenca estatistica no peso corporal final entre os grupos controle e obeso.
Apesar da elevacdo do peso corporal nos animais obesos, alguns pesquisadores®’?3*% relatam
que o peso corporal pode ndo ser um indicador fidedigno de obesidade. Nesse sentido, a

quantidade de gordura corporal total visualizada nos animais obesos ap6s 15 semanas de
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tratamento, representou 97,3% a mais que 0s respectivos controles. Estes dados quando
comparados com o peso corporal, indicam que esta variavel pode, realmente, subestimar o
grau de obesidade. Outros estudos utilizando dieta hiperlipidica, também encontraram
aumento nos niveis de gordura corporal®’?®3¥ Carroll et al.?® Ghibaudi et al.**® e
Nascimento et al.*®® alimentando animais por 12, 28 e 30 semanas com dieta rica em
lipideos, respectivamente, mostraram elevacdo de 96,3%, 137% e 41,2% na quantidade de
gordura corporal.

A variacdo no ganho de peso corporal é dependente da razdo entre a ingestdo e gasto
energético. Neste estudo, o grupo Ob foi alimentado por dieta com elevada densidade
energética, fator responsavel pelo acimulo de adiposidade nesses animais. A literatura mostra
gue o consumo de gordura elevado pode ndo ser acompanhado do aumento na sua oxidacao, o
que favorece o maior acimulo de tecido adiposo em animais alimentados com dietas
hiperlipidicas!®%). Nossos achados demonstraram um ganho de peso corporal maior nos
animais Ob (26,7%) quando comparado com o grupo C. Estes resultados estéo de acordo com
os achados de Ghibaudi et al.“®®, onde os animais Ob tratados por 28 semanas apresentaram

elevacdo de 23,4% no peso corporal quando comparado com o grupo C.

5.4 - Perfil nutricional

As principais causas de obesidade humana séo a maior oferta e ingestdo de alimentos
altamente energéticos e palataveis acompanhadas por reducdo no gasto calérico“’”). Enquanto
0 conteudo energético da dieta hiperlipidica, utilizada no tratamento do grupo Ob foi 3,65
Kcal/g, a dieta empregada no grupo C apresentou 2,95 Kcal/g, representando diferenca de
24% no teor energético por grama. A adogdo de dietas hipercaloricas ou hiperlipidicas tém
sido amplamente utilizadas em modelos animais de inducdo obesidade 833729799 Neste

estudo os animais submetidos ao protocolo de obesidade por meio de dieta hiperlipidica
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apresentaram elevacdo na quantidade de gordura corporal total (97,3%) devido ao alto teor
energético, no entanto, a ingestdo alimentar foi menor no grupo Ob. Em contraste, Carroll et
al.®® utilizando ratos obesos por 12 semanas, verificaram que o consumo alimentar foi
similar entre os grupos C e Ob.

Uma explicacdo possivel para a menor ingestdo alimentar no grupo Ob foi a elevagédo
dos niveis de leptina apresentados por esses animais. A literatura relata que o tecido adiposo
desempenha papel importante no aumento da leptina®®*% e, consequentemente, influencia
no controle da ingestdo alimentar. Contudo, a menor ingestao alimentar associada a diferenca
no aporte caldrico das racGes propiciou ingestdo caldrica semelhante entre os grupos. A
eficiéncia alimentar do grupo Ob foi 33,3% maior que a do grupo C, corroborando com outros
achados de inducdo a obesidade por meio de dieta rica em gordura®!10b).

Algumas pesquisas apontam que a eficiéncia alimentar é empregada na conversdo da
ingestdo alimentar em ganho de peso corporal®®. Embora o grupo Ob tenha ingerido
menos racdo, 0 maior ganho de peso corporal exibido por esses animais ocorreu
provavelmente devido & eficiéncia alimentar em relacdo ao grupo C 233 Estudos mostram
que uma dieta hiperlipidica pode ndo ser acompanhada da elevacdo na oxidacdo lipidica,

favorecendo maior actimulo de adiposidade nos animais Ob®%*. Em sintese, o aumento da

densidade da dieta a partir dos lipidios pode resultar em maior depésito de gordura corporal

(112)

5.5- Comorbidades
O estudo avaliou algumas comorbidades associadas com a obesidade como
intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, dislipidemias

e hipertensdo arterial sistolica (18:23:26-28.33.3839)
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O teste de tolerdncia a glicose (GTT) realizado nos animais C e Ob, mostrou
semelhanca na capacidade metabdlica da glicose em situacdo basal e nos momentos 15 e 30
minutos apds sobrecarga de glicose, no entanto, nos momentos 60, 90 e 120 minutos, 0s
niveis glicémicos foram elevados no grupo Ob em comparacdo ao C. Este achado acrescido
dos valores obtidos pelo célculo da area glicémica, maior no grupo Ob em relagdo ao grupo C,
demonstram que a obesidade promoveu intolerancia a glicose. No entanto, a obesidade nédo
acarretou resisténcia a insulina, uma vez que, o indice HOMA-IR, frequentemente utilizado
como indicador de resisténcia a insulina®, néo apresentou diferenca estatistica no grupo Ob
guando comparado ao grupo C (p=0,12).

A resisténcia a insulina ocorre quando, concentracdes fisioldgicas de insulina
provocam resposta subnormal na captacdo de glicose pelas células, especialmente nas
musculares e gordurosas, em consequéncia da menor captacdo de glicose. Dentro desse
contexto, torna-se necessario maior producdo de insulina pelo pancreas para a manutencao da
concentracdo glicémica normal, aumentando-se desta forma os niveis circulantes de
insulina®®*. Em favor desta afirmacdo sdo os resultados séricos da insulina; embora ndo
tenha sido encontrada diferenca estatistica entre os grupos nos niveis séricos de insulina (p=
0,08), os resultados sugerem que possivelmente tenha ocorrido um estado de hiperinsulinemia
nesses animais na tentativa de aumentar a captacéo de glicose circulante e, consequentemente,
normalizar a glicemia. Esses resultados corroboram com os estudos de Lima-Leopoldo et
al." Leopoldo et al.?"?® ¢ outros autores**14).

Os achados deste estudo demonstram que a obesidade acarretou hiperleptinemia apds
15 semanas de tratamento. Sendo esse hormonio secretado pelo tecido adiposo, diversos
autores tém descrito que os niveis de leptina apresentam relagcdo direta com a quantidade de
gordura corporal™®®_ No presente estudo houve aumentou de 155% nos niveis de leptina

dos animais Ob em relagdo aos animais C. A hiperleptinemia, frequentemente observada em
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modelos humanos e experimentais de obesidade®®!511) ¢ acompanhada por um
rompimento de atividades usuais do hormonio, possivelmente em diferentes estagios na
sinalizacdo da cascata e no transporte circulatorio. O prejuizo da sinalizacdo da leptina no
hipotalamo resulta em obesidade e confirma o papel central deste horm6nio na manutencéo do
balanco energético. No entanto, os resultados observados neste estudo sugerem que ndo houve
resisténcia a acdo da leptina, uma vez que, 0s ratos obesos apresentaram menor ingestdo
alimentar.

Um aspecto importante visualizado foi que a obesidade ndo acarretou hipertenséo

arterial conforme verificado em outros estudos *'8119

. Diversos mecanismos pelo qual a
obesidade é capaz de promover hipertensao arterial tém sido descritos, entre eles: sistema
renina-angiotensina-aldosterona, ativacdo do sistema nervoso simpatico e prejuizo na
homeostase metabdlica como hiperinsulinemia, hiperleptilemia, desequilibrio dos niveis de

adipocinas e aumento de citocinas inflamatorias® /7 118:120:121.122)

No presente estudo, o
aumento nos niveis de leptina no grupo Ob ao final do tratamento pode ter sido fator
determinante para que ndo houvesse elevacdo da hipertensdo arterial. A auséncia de
hipertenséo visualizada neste estudo vai de encontro com os outros estudos™***?®. Os autores
elucidam que a leptina é capaz de ativar diretamente a producdo de 6xido nitrico (NO) em
vasos e que esta ativacdo € dependente da integridade endotelial. Além disso, os autores
sugerem que a melhora da via de producdo do NO pela leptina pode estar associada a auséncia
de mudancas na presséo arterial de ratos obesos. Martins et al.*?¥, utilizando diferentes tipos
de dietas (saturada e insaturada) com alto teor de gordura compostas por banha, azeite extra
virgem, Oleo de girassol e 6leo de canola, durante 10 semanas, verificaram melhora no
relaxamento endotelial, juntamente ao aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO).

A dieta rica em azeite extra virgem (monoinsaturada), induz ativacéo total do transportador de

L-arginina associada a um aumento da atividade basal e da expressédo da enzima de Oxido
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nitrico sintase (NOS), em comparagdo com uma dieta padrdo. No entanto, quando o
tratamento era realizado com dieta rica em banha (gordura saturada), ocorria inibicéo total do
NO via L-arginina e, portanto, podendo elevar os niveis pressoricos*?”. Estes resultados
sugerem que a atividade e afinidade aos transportadores incorporados na membrana da célula,
podem ser moduladas pelo tipo de lipidio na dieta*®*.

A adocdo de dietas hipercaloricas ou hiperlipidicas tém sido muito utilizadas em
roedores para fornecer modelos experimentais de sindrome metabdlica que, promovem, entre
outros, obesidade e dislipidemias‘82":2832347375.76) ‘Desta forma, um aspecto importante foi a
constituicdo dos acidos graxos insaturados na dieta hiperlipidica utilizada para a inducdo a
obesidade, sendo observado maior concentracdo de acidos linoléicos (6mega-6) e quantidades
reduzidas de a-linolénico (n-3). Alguns estudos tém mostrado que a maior ingestao de acido
a-linolénico (n-3) tem sido recomendada para diminuicdo da incidéncia de doenca arterial
coronariana (DAC) e outras doencas inflamatorias*®*D. Além disso, Harris®*? relata outros
efeitos positivos na ingestdo dos acidos graxos a-linolénico (n-3), tais como: reducdo das
concentragfes sanguineas de triacilglicerol e VLDL colesterol. No entanto, no presente
estudo, a inducdo a obesidade por 15 semanas por meio de &acidos graxos insaturados
linoléicos (6mega-6) acarretou alteracdes do perfil lipidico, desde que, foram observados
niveis elevados de triglicerideos plasmaticos (43%), LDL (14%) e VLDL (44%), embora ndo
tenha modificado os niveis de colesterol total e HDL. Em concordancia com estes achados,
outros estudos tém mostrado que a ingestdo de dieta rica em acido linoléico promove
diminuicdo e/ou manutencéo nas concentracdes de colesterol313%

A literatura relata que a hipertrigliceridemia induzida pela dieta hiperlipidica pode ser
resultado do aumento da absorcdo dos triglicerideos (TG) na forma de quilomicrons, da

elevacdo da producdo enddgena das VLDL, e/ou diminuicdo da captura de TG pelos tecidos

periféricos™®. Os TG possuem influéncia indireta sobre a aterogénese por apresentarem
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efeitos sobre LDL e HDL.Em estados hipertrigliceridémicos, existe transferéncia de
triglicérideos plasmaticos oriundos de lipoproteinas ricas em triglicérideos para LDL e HDL
em troca de ésteres de colesterol. Os triglicerideos enriquecidos de particulas de LDL e HDL
tornam-se substratos preferidos para a enzima lipase hepatica que os converte em menores e
mais densas particulas de LDL e HDL. Enquanto as particulas de LDL, pequenas e mais
densas, sdo particularmente aterogénicas, os fragmentos de HDL sdo catabolizados mais
facilmente, dando origem a um baixo colesterol HDL ®*®. Nascimento et al."® utilizando o
modelo de inducdo de obesidade por meio da dieta hipercalérica insaturada durante 14
semanas também encontrou elevacdo nos valores de triglicerideos e manutencdo nos valores
de colesterol total. No entanto, quando mensurado os niveis de HDL, os autores verificaram

aumento nos niveis plasmaticos de HDL no grupo Ob.

5.6- Influéncia da obesidade sobre a remodelacéo cardiaca e suas estruturas

Alguns autores definem a remodelacdo cardiaca quando o coracdo sofre algumas
alteracdes moleculares, celulares e intersticiais que se manifestam clinicamente por
modificacdes no tamanho, na forma e funcdo do coracdo apds uma agressaot21:26:30.84137-139)

Segundo Kempf e Wollert®?, a hipertrofia causada por sobrecargas hemodinamicas
pode conduzir a hipertrofia adaptada (fisiol6gica) ou mal-adaptada (patoldgica). A hipertrofia
do midcito ocorre como resposta adaptativa as variacfes de cargas pressoricas e volume e/ou
alteracdes metabdlicas® %) Neste sentido, a remodelacdo cardiaca apresenta como
finalidade adaptar o coracdo as sobrecargas de trabalho impostas, por exemplo, pela

obesidade®?>117),

Alguns trabalhos mostram que longos periodos de obesidade estdo
associados com hipertrofia excéntrica, no entanto, poucos estudos reportam remodelacdo
concéntrica do coragdo na auséncia de comorbidades como a hipertensdo arterial**'*). A

hipertrofia cardiaca do tipo excéntrica™****® ocorre em resposta a sobrecarga de volume,
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acarretando aumento dos sarcomeros em série. No entanto, pode ocorrer hipertrofia do tipo
conceéntrica, onde o padrdo geométrico do VE se altera por adi¢cdo de sarcomeros em paralelo,
em virtude de sobrecarga pressorica**4%,

Nesse trabalho, a partir dos resultados obtidos, sugere-se que a obesidade acarretou
remodelacdo cardiaca excéntrica de magnitude fisiolégica, uma vez que, os animais Ob
apresentaram aumento de peso do coracao total de apenas 12% em comparag¢do com 0 grupo
C. A hipertrofia do midcito, provavelmente, ocorreu em resposta a sobrecarga de volume.
Leopoldo® identificaram, por meio do ecocardiograma, aumento no volume sistélico e
débito cardiaco ap0Os 15 semanas de obesidade. A literatura relata que em condi¢do normal,
nos seres humanos, o coracao aumenta de forma proporcional com o crescimento do corpo em
uma relacdo quase linear, de tal modo que o peso em gramas do ventriculo esquerdo é de 3a 4
vezes 0 peso do corpo em quilogramas. Embora o peso do ventriculo esquerdo no grupo Ob
apresentou aumento de 9,3%, a proporcdo de crescimento do ventriculo esquerdo em relacao
ao peso corporal foi de 0,61, indicando um aumento quase linear do ventriculo esquerdo.
Dentro deste contexto, no presente estudo, os resultados sugerem que o coracdo sofreu um
processo de remodelacdo cardiaca fisioldgica do tipo excéntrica. Estes achados estdo em
consonancia com diversos estudos!21527:30:147)

Alguns marcadores podem estar envolvidos no processo de remodelacdo cardiaca
induzido pela obesidade, entre eles, a leptina e a insulina®*’***) A leptina, um dos hormdnios
mais conhecidos da obesidade, exerce inumeras a¢des pleiotrdpicas no organismo, dentre elas,
atua no sistema cardiovascular. O aumento dos niveis de leptina pode acarretar elevacdo da
pressdo arterial, aterosclerose, depressdo da fungéo contratil e hipertrofia cardiaca®®.

Embora diversos autores relatem que o principal papel fisioldgico da leptina é a
comunicacdo com o sistema nervoso central (SNC), estudos clinicos tem demonstrado

correlagéo positiva entre 0s niveis de leptina e a massa ventricular esquerda independente dos
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niveis pressoricos, sugerindo papel direto da leptina na patogénese da obesidade associada

(122 147.1%0152158) (35 regultados do presente estudo sugerem que a

com a cardiopati
hiperleptinemia pode ter participado do processo de remodelacdo cardiaca induzido pela
obesidade. Xu et al.**” demonstram que a leptina eleva os niveis de endotelina-1 (ET-1) e
especies reativas de oxigénio (ROS), promovendo hipertrofia cardiaca em ratos neonatos. Esta
sinalizacdo hipertréfica demonstra um crescimento evidente de que a ET-1, aumentada em
individuos obesos, apresenta papel importante no processo de hipertrofia cardiaca. Outra via
sugerida referente a participacdo da leptina no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca pode
ser encontrada nos trabalhos de Zeidan et al.**?. Os autores demonstram que a hipertrofia
cardiaca induzida pela leptina parece ser dependente de ativacdo da proteina quinase ativada
por mitdgenos (MAPK, p38) e pela sinalizacdo da RhoA (Qinase associada a Rho), uma
pequena GTPase. No entanto, a literatura tem descrito a via JAK/STAT (Janus
Quinase/Transdutor de sinal e ativador de transcricdo) como principal via de sinalizacdo da
leptina no processo de remodelagdo cardica®-****:15%) Futuros estudos sdo necessarios para
verificar a participacdo da leptina no processo de remodelacdo cardiaca induzido pela
obesidade a partir de um modelo de dieta hiperlipidica insaturada.

Outro sinalizador importante no processo de remodelacdo cardiaca é a insulina, uma
vez que, este horménio estimula a sintese de proteinas™**%®). Alguns estudos tém observado
uma relacdo positiva entre insulina e hipertrofia cardiaca do VE®*3*%¥10) A jnsulina esta
relacionada com ativacdo da via AKT/mTOR (proteina quinase B/ proteina alvo da
rapamicina em mamiferos), ligando-se ao seu receptor de superficie (IR). Quando ativada, a
via AKT-mTOR aumenta a sintese protéica, acarretando hipertrofia cardiaca®™***1%9, o
aumento nos pesos dos componentes cardiacos, visualizados no presente estudo, sinalizam

que houve hipertrofia cardiaca em decorréncia de outros sinalizadores, desde que, ndo foi

visualizado aumentos dos niveis de insulina. Outro aspecto importante visualizado neste
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estudo refere-se ao teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepético, o qual foi
semelhante entre os grupos. Este achado permite inferir que houve aumento na sintese de

protefnas e, consequentemente, hipertrofia do mtsculo cardiaco®*?.

5.7- Influéncia da obesidade sobre a funcdo cardiaca

A avaliacdo da funcdo cardiaca in vitro dos animais foi realizada a partir da técnica de
musculo papilar isolado do VE. O presente estudo mostrou que a obesidade, ap6s 15 semanas,
ndo promoveu alteracdes na funcdo do musculo papilar em situacdo basal, desde que o0s
parametros funcionais foram similares entre os grupos. Estes achados corroboram com
diversos estudos prévios observados na literatura®*2”2)_ Carroll et al.*® por meio de anélise
ecocardiografica e coracdo isolado, bem como Leopoldo®® por meio da técnica de masculo
papilar isolado do VE, ndo identificaram alteracdes funcionais em situacdo basal em ratos
Wistar obesos alimentados com dieta hiperlipidica por 12 e 15 semanas, respectivamente. Em
contraste, outros estudos verificaram que a obesidade induzida por dieta rica em gordura apds,
12 e 16 semanas, respectivamente, acarretou prejuizo da funcdo cardiaca em situacdo basal
em cardiomiécitos e coragdo isolado®@24%9),

Embora ndo houve disfuncdo miocardica em situacdo basal nos animais Ob, as
manobras inotrépicas e lusitropicas do PPP e elevacdo de calcio extracelular demonstraram
gue a obesidade acarretou prejuizo funcional apdés 15 semanas. Estes achados foram
visualizados na manobra do PPP, momentos 30, 60 e 90 segundos e apos elevacdo da
concentragcdo de Ca*? extracelular (2,0, 2,5 e 3,0 mM), sendo que ambas as manobras
promoveram menor velocidade de relaxamento (-dT/dt) no grupo Ob. Estes dados corroboram
com estudos que avaliaram a funcdo cardiaca a partir de manobras inotropicas e

lusinotrépicas® ™ Relling et al.*¥, utilizando ratos Sprague-Dawley induzidos & obesidade

por 12 semanas, verificaram diminuicdo do inotropismo e lusitropismo cardiaco (prejuizo da
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+dT/dt e -dT/dt) em cardiomiécitos isolados de ratos obesos. Lima-Leopoldo™, utilizando
Wistar por 15 semanas induzidos a obesidade, verificaram a partir de analise do musculo
papilar isolado do VE durante as manobras do PPP e elevagdo da concentragdo de Ca'™?
extracelular, diminuicdo no lusitropismo (-dT/dt) e inotropismo (TD) cardiaco.

Uma possivel explicacdo para a menor resposta da -dT/dt nos animais Ob pode estar
relacionado com alteracées na recaptura e/ou na extruséo de Ca*? citosdlico. O relaxamento
do tecido cardiaco é mediado pela remocdo simultanea de Ca®* a partir de citosol para o
compartimento extracelular, principalmente através do trocador Na'/Ca™ (NCX) e; a
recaptura de célcio para o reticulo sarcoplasmatico por meio da SERCA2a®®. A atividade da
SERCAZ2a é maior no ventriculo de ratos do que em humanos, sendo a remocdo de Ca*
citosélico por meio do trocador Na*/Ca*? menor, o qual resulta em um balanco de 92% para a
SERCAZ2a, 7% para o trocador Na*/Ca*? e 1% para os sistemas lentos?. Desta forma, os
resultados do presente estudo sugerem que a disfuncdo miocardica acarretada pela obesidade
pode ser decorrente de alteracdes na cinética do Ca*? intracelular envolvida no processo de
relaxamento, tais como: a) menor fosforilacdo da bomba de s6dio na membrana plasmatica o
que diminui o efluxo de célcio via NCX; b) diminuicdo da fosforilacdo da PLB, o que diminui
a atividade da bomba do SR, prejudicando a remocéo de calcio a partir do citosol e; ¢) maior
sensibilidade ao Ca*? & troponina C, o qual pode acarretar diminuicdo do célcio recaptado e,
consequentemente, menor velocidade no relaxamento cardiaco (-dT/dt). Contudo, no presente
estudo, o prejuizo no relaxamento visualizado nos animais obesos sugere que houve
diminuig&o da fosforilagdo da PLB, conforme observada pela menor -dT/dt nos animais Ob.

Estudos anteriores realizados em nosso laboratorio demonstram que a atividade e/ou
niveis de SERCA2a ndo foram comprometidos pela obesidade, no entanto, os niveis de
fosfolambam (PLB) fosforilado na serina'® apresentaram menor resposta®®®*®V. A fosforilacéo

da PLB na serina’®, via proteina quinase (PKA) dependente de AMPc, ocorre devido &
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estimulacdo p-adrenérgica, a qual aumenta o relaxamento cardiaco. A interacdo das
catecolaminas com o receptor adrenérgico estimula os receptores 5, 0s quais ativam a proteina
G e promovem a dissociagdo de uma de suas subunidades o que estimula a enzima adenilato
ciclase (AC). Em seguida, esta enzima converte a adenosina trifosfato (ATP) em adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), que liga-se a PKA, acarretando fosforilagdo de diversas
proteinas que promovem aumento da liberacéo e recaptura do Ca*? citosélico. Dentro deste
contexto, os resultados do presente estudo sugerem que o sistema f-adrenérgico poderia estar
envolvido na disfuncdo miocardica induzida pela obesidade.

O sistema p-adrenérgico apresenta efeitos lusitrépicos sobre o coracdo, sendo
essencial para a recaptura de Ca*? de forma mais rapida em face ao aumento na entrada do
mesmo™®?. Carroll et al.®*%? induzindo animais por 12 semanas ao protocolo de obesidade
por dieta hiperlipidica, demonstraram que a funcdo cardiaca estava reduzida frente a
estimulacdo S-adrenérgica. No presente estudo, os resultados ndo identificaram prejuizos no
sistema p-adrenérgico, desde que, houve aumento pontual na fase de relaxamento (-dT/dt)
quando administrado 107'M de isoproterenol. Além disso, Carroll et al.®®, afirma que o
prejuizo contratil frente ao isoproterenol ndo estdo associadas as alteracdes na densidade e
afinidade do receptor 4. A auséncia de prejuizo na sensibilidade dos receptores S-adrenérgicos
pode ser devido & hiperleptinemia visualizada nos animais Ob. Shek et al.**® forneceram
evidéncias que a infusdo cronica de leptina exerce influéncia sobre o sistema cardiovascular
por meio de estimulagdo do sistema nervoso simpatico. Esse hormodnio também atua na
modulacéo da atividade da AC em células cardiacas, tornando-se um dos principais efetores
dos receptores p-adrenérgico®”. Minhas et al.®®®, relataram em seus estudos que a
deficiéncia de leptina, mediada pelo rompimento do sinal de transducdo do sistema p-
adrenérgico, acarreta depressao da contratilidade dos midcitos em camundongos ob/ob, no

entanto, este prejuizo foi corrigido com a reposicdo de leptina. A deficiéncia de leptina
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ocasionou prejuizos funcionais frente as respostas inotrépicas cardiacas f-adrenérgicas por
um mecanismo envolvendo a atividade da PKA e a recaptagdo de Ca* pelo RS. Raju et al.*®®
utilizando midcitos isolados de camundongos ob/ob com 10 semanas de idade, mostraram
que apds infusdo de leptina em animais com deficiéncia neste horménio, ocorre
restabelecimento do prejuizo funcional em resposta a estimulacdo ao isoproterenol e ao
forskolin.

A atividade cardiaca também pode ser modulada pela disponibilidade de substratos
energéticos que influenciam a forca, intensidade autondémica e a composicao lipidica da
membrana celular®®”. A literatura demonstra que os acidos graxos sdo as principais fontes de
energia para o coracdo™®”. No entanto, os mecanismos que determinam os efeitos protetores
dos PUFAs tem sido bem estabelecidos“®®). Pinotti et al.®? utilizando ratos Wistar induzidos
por 8 semanas a dieta insaturada e saturada ndo encontraram prejuizos funcionais apos
estimulacdo S-adrenérgica, sugerindo que a racdo insaturada atuou como fator cardioprotetor.
Lima-Leopoldo? utilizando ratos Wistar induzidos por 15 semanas & dieta hipercaldrica e
adicdo de sacarose na agua ndo observaram alteracdes na funcdo cardiaca entre 0s grupos
apos estimulacdo B-adrenérgica. Contudo, esses efeitos da adicdo de acidos graxos mono e
poliinsaturados sobre a resposta inotropica f-adrenérgica, os quais influenciam a composi¢do
dos fosfolipidios da membrana plasmatica, indicam que esta modulacdo pode influenciar na
cinética do Ca*. A literatura tem relatado que a incorporacdo de PUFAs na membrana do
midcito pode prevenir o aumento excessivo de Ca*? citosélico e reduzir o prejuizo no sistema
B-adrenérgicot®°17%

Outros componentes da via f-adrenérgica tém sido sugeridos como responsaveis pelo
prejuizo cardiaco em modelos de obesidade. Carroll et al.**?, induzindo coelhas brancas da

raca Nova Zelandia hipertensos por 12 semanas a obesidade sugere a existéncia de um

possivel defeito de sinalizagdo pos-receptor no complexo f-adrenérgico; esse prejuizo seria



65

decorrente da ativacdo da AC e do AMP ciclico. No entanto, Carroll et al.®®, induzindo
coelhas brancas da raca Nova Zelandia por 12 semanas a obesidade demonstraram que a
estimulacdo da AC pelo isoproterenol, tanto na condicdo basal quanto apds estimulo maximo,
ndo apresentou diferenca entre os coelhos magros e obesos. Paulino et al.*™ analisando
outros componentes da via de sinalizacdo adrenérgica como PKA, expressdo e atividade da
calmodulina quinase 1l (CaMKII) verificaram que ratos Wistar alimentados com uma dieta
rica em gordura e sacarose por 25 semanas nao apresentaram alteragdes na nessas vias.
Carroll et al.*®?, sugerem em modelos de hipertrofia cardiaca, principalmente por meio de
sobrecarga pressorica, que um ou mais componentes da via pos S receptor-AMPc promovem

reducao da resposta contratil.

6. CONCLUSAO

A obesidade induzida por dieta hiperlipidica, durante 15 semanas, acarreta disfuncao
miocérdica, no entanto, sem prejuizo da sensibilidade dos receptores S-adrenérgicos. Esses
achados sugerem que outros componentes da via f-adrenérgica podem estar envolvidos na

disfuncdo miocardica induzida pela obesidade.
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