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RESUMO

A obesidade é considerada uma epidemia mundial e um grave problema de satde publica. Diversos
agravos sdo associados ao excesso de tecido adiposo, sendo a obesidade considerada fator de risco
independente para o desenvolvimento de remodelacéo e insuficiéncia cardiaca. O objetivo do presente
estudo foi o desenvolvimento e caracterizagdo de um modelo de obesidade experimental a partir de
trés dietas hipercaldricas, uma hiperglicidica (HG), uma hiperlipidica (HL) e uma hiperlipidica com
acucar (HLA), as quais acarretassem remodelacdo cardiaca e predisposicdo a insuficiéncia cardiaca. A
hipbtese dessa investigacdo foi que as dietas hipercaléricas iriam promover remodelacdo cardiaca,
prejuizos cardiovasculares e predispor ao quadro de insuficiéncia cardiaca, sendo essa condi¢do mais
evidente no modelo hiperlipidico com agucar. Ratos Wistar (n = 60) foram randomizados em quatro
grupos: controle (C), hiperglicidico (HG), hiperlipidico (HL) e hiperlipidica com agucar (HLA).
Foram mensurados caracteristicas gerais e comorbidades. O processo de remodelacdo cardiaca foi
avaliado por meio dos pesos do coragdo, cAmaras cardiacas e relagdes com o comprimento da tibia,
bem como, microscopicamente, a partir da determinagdo da area seccional transversa do midcito e
fracdo de colageno intersticial do ventriculo esquerdo (VE). A avaliagdo funcional in vivo foi
determinada pela analise hemodinamica e in vitro por meio da técnica de cardiomidcito isolado. A
insuficiéncia cardiaca foi analisada pela congestdo pulmonar, hipertrofia do ventriculo direito (VD), e
parametros hemodinamicos. Os dados foram expressos por média e erro padrdo da média, sendo
submetidos a analise de variancia (ANOVA) para amostras independentes. O nivel de significancia
considerado foi de 5%. Os resultados demonstram que os modelos HL e HLA acarretaram obesidade a
partir do aumento dos depdsitos de tecido adiposo e indice de adiposidade (C= 8,3 £ 0,2%; HL= 10,9
+ 0,5%; HLA= 10,2 + 0,3%; p<0,05). As comorbidades encontradas foram hipertensdo arterial,
intolerancia a glicose (HL e HLA) e hiperleptinemia (HL). Nao houve alteragdo nos parametros
morfoldgicos que caracterizassem o processo de remodelacdo cardiaca. Em relagcdo as analises
funcionais, a obesidade acarretou redugdo no tempo até 50% do encurtamento (C= 160 £ 4 ms vs.
HL= 134 + 2, p< 0,05) e tempo até 50% do relaxamento (C: 160 + 4 ms; HL: 134 £ 3 e HLA: 133 + 3,
p< 0,05). O modelo HG acarretou disfungdo contratil, visualizada por menor percentual (C: 8,34 *
0,32%; HG: 6,91 + 0,28; p<0,05) e velocidade maxima de encurtamento (C: -2,58 + 0,10 um/s; HG: -
2,21 + 0,08; p< 0,05). Em conclusdo, os modelos experimentais proposto neste estudo ndo foram
capazes de promover remodelagdo e predisposi¢do a insuficiéncia cardiaca sob condic¢Ges de obesidade

0U excesso de sacarose.

Palavras chaves: obesidade, dietas hipercaldricas, remodelagdo miocardica, insuficiéncia cardiaca.



ABSTRACT

Obesity is a worldwide epidemic and a serious public health problem. Several diseases are associated
with excess of adipose tissue, and obesity is considered an independent risk factor for the development
of cardiac remodeling and heart failure. The objective of the present study was the development and
characterization of an obesity experimental model from hypercaloric diets, a high sucrose (HS), high
fat (HF) and high fat and sucrose (HFS), which resulted in cardiac remodeling and predisposition to
heart failure. The hypothesis of this investigation was that hypercaloric diets would promote cardiac
remodeling, cardiovascular damage and predispose to heart failure, being this condition more evident
in the high fat and sucrose model. Wistar rats (n = 60) were randomized into four groups: control (C),
high sucrose (HS), high fat (HF) and high fat and sucrose (HFS). General characteristics and
comorbidities were measured. The process of cardiac remodeling was evaluated through the weights
of the heart, left and right ventricles, atrium, and relationships with the tibia length. The mycoyte cross
sectional area and fraction of interstitial collagen of the left ventricle were evaluated. In vivo
functional evaluation was determined by hemodynamic and in vitro by analysis of isolated
cardiomyocyte. Heart failure was analyzed by pulmonary congestion, right ventricular hypertrophy,
and hemodynamic parameters. Data were expressed by mean and standard error of the mean and were
submitted to analysis of variance (ANOVA) for independent samples. HF and HFS models led to
obesity by increase in adipose tissue deposition and adiposity index (C = 8.3 £ 0.2%, HF = 109 +
0.5%, HFS = 10.2 £ 0.3%, p <0.05). Comorbidities were hypertension, glucose intolerance (HF and
HFS) and hyperleptinemia (HF). There was no change in the morphological parameters that
characterize the cardiac remodeling process. Regarding the functional analyzes, the obesity promotes
reduction in time to 50% of shortening (C = 160 + 4 ms vs. HF = 134 + 2, p <0.05) and time to 50% of
the relaxation (C: 160 + 4 ms, HF: 134 £ 3 and HFS: 133 £ 3, p <0.05). The HS model presented
contractile dysfunction visualized by reduction in the shortening (C: 8.34 £ 0.32%, HS: 6.91 £ 0.28, p
<0.05) and maximal shortening velocity (C: -2, 58 £ 0.10 um / s, HS: -2.21 + 0.08, p <0.05). In
conclusion, the experimental models proposed in this study were not promote cadiac remodeling and

predisposition to heart failure under conditions of obesity or sucrose excess.

Keywords: obesity, hypercaloric diets, myocardial remodeling, heart failure.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca de multiplas causas, sendo caracterizada pelo aumento de
tecido adiposo e é considerada epidemia mundial e grave problema de salde publica
(DOURMASHKIN et al., 2005; HURT et al., 2010). Dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) mostraram que em 2014 mais de 1,9 bilhdes de adultos, acima de 18 anos, estavam com
sobrepeso e desses, 600 milhGes eram obesos (OMS, 2016). No Brasil, as mudancas
demogréficas, socio-econdmicas e epidemioldgicas ao longo do tempo permitiram que
ocorresse a denominada transi¢do nutricional, com diminuigdo progressiva da desnutricdo e
aumento da obesidade (BATISTA FILHO, 2003). Dados recentes do Ministério da Salde
mostraram que 0 excesso de peso no Brasil cresceu 26,3% na Gltima década, passando de
42,6% em 2006 para 53,8% em 2016. Em relacdo a obesidade, os dados sdo mais alarmantes,
uma vez que houve aumento de 60%, passando de 11,8% para 18,9% no mesmo periodo
(BRASIL, 2017).

Embora existam evidéncias sugerindo que algumas populacdes sdo mais susceptiveis a
obesidade por motivos genéticos, alguns autores enfatizam que a prevaléncia da obesidade em
diferentes grupos populacionais esta relacionada aos fatores ambientais, em especial ao perfil
de alimentacdo e ao sedentarismo (PEREIRA et al., 2003; ROSINI et al., 2012). A obesidade €
relacionada a alguns agravos, dentre eles as dislipidemias, resisténcia a insulina, diabetes
mellitus tipo 2, certos tipos de cancer e doencas cardiovasculares (GUH et al., 2009).

Além disso, a literatura destaca que a intensidade e duracdo da obesidade sdo associadas
ao processo de remodelacdo e insuficiéncia cardiaca (ABEL et al., 2008; BASTIEN et al.,
2014; CLARK et al., 2014; SCHUTTER et al., 2014). Remodelacdo cardiaca é o conjunto de
alteracBes genéticas, moleculares, neuro-hormonais, celulares e intersticiais que podem
modificar a massa, geometria ou funcdo do coracao, em resposta a uma agressao. Esse processo
pode acontecer de forma fisioldgica e adaptativa, tal como em atletas, ou de forma patologica,
como por exemplo, na hipertensdo e estenose adrtica, a partir de sobrecargas de volume e
pressio (PONTES e LEAES, 2004). Na obesidade, o excesso de tecido adiposo requer
aumento das demandas metabolicas, o que gera sobrecarga cronica de volume e,
consequentemente, resulta em remodelacdo do ventriculo esquerdo (VE) com dilatacdo e
hipertrofia compensatéria (ASHRAFIAN et al., 2011). A insuficiéncia cardiaca é definida
como "sindrome clinica caracterizada por sintomas e sinais fisicos (...) E o estado patoldgico

em que uma anormalidade da funcdo miocéardica € responsavel pela falha do coracdo para



18
bombear sangue a uma taxa compativel com os requisitos dos tecidos" (BRAUNWALD et al.,
1967). Assim, alteracdes na hemodinamica cardiovascular, produzidas pela obesidade, podem
modificar a morfologia e fungdo cardiaca. A associacdo da obesidade a diversas comorbidades
como a hipertensdo arterial, apneia do sono e algumas alteracbes neuro-hormonais e
metabolicas, pode induzir a insuficiéncia cardiaca, doenca conhecida como cardiomiopatia da
obesidade (ALPERT et al., 2014; ALPERT et al., 2016).

Levando-se em consideracdo que as alteracGes na obesidade contribuem para o processo
de remodelacdo cardiaca e, posteriormente, insuficiéncia cardiaca, os aspectos dietéticos vém
sendo estudados para elucidar os possiveis mecanismos relacionados a essa condicdo. Segundo
a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) diferentes padrdes alimentares modulam fatores
de risco cardiovasculares. A alta ingestdo de gorduras, por exemplo, ndo estd somente
relacionada ao metabolismo lipidico, como aumento dos niveis séricos de LDL, mas o tipo de
gordura ingerida também pode influenciar a resisténcia a insulina e modificar a pressao arterial
(SANTOS et al., 2013).

A ingestdo de carboidratos também merece atencdo na génese das doengas
cardiovasculares. Dietas com alto consumo de carboidratos simples podem resultar em maior
exposicdo do coracdo a insulina, a qual ativa a sintese proteica cardiaca e pode promover
hipertrofia ventricular esquerda em resposta as sobrecargas pressdricas por mecanismos
mediados pela sinalizacdo de proteina quinase serina/treonina (Akt) (SHIOJIMA et al., 2002;
SHARMA et al., 2007).

Nesse contexto, o estudo do processo de remodelacdo cardiovascular, bem como o risco
de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca em resposta a obesidade pode ser facilitado com
a utilizacdo de modelos de experimentacdo animal (ROSINI et al., 2012). Alguns estudos
desenvolvem a obesidade a partir de mutacdes genéticas, no entanto, a inducdo dessa condicéo,
via consumo de alimentos altamente palataveis e com alto valor energético, parece ser 0 mais
apropriado, levando-se em consideracdo que o modelo experimental deve ser 0 mais proximo
possivel da génese da obesidade em humanos (DONG et al., 2006; CARROL et al., 2006;
BRAINARD et al., 2013).

A maioria dos estudos que utiliza dietas hipercaldricas se baseia em dietas de cafeteria,
as quais muitas vezes ndo reproduzem com acuracia o perfil alimentar da populacéo
(CARVALHO et al., 2013). Dietas de cafeteria sdo misturas de dietas padréo de biotério com
formulacdo fechada adicionadas a alimentos caléricos (GAJDA et al., 2007). O uso das dietas
de cafeteria pode acarretar desequilibrios nutricionais nos animais, uma vez que ha variagdo na

composicdo de alimentos in natura. Além disso, o contetdo exato e a composi¢ao dessas dietas
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ndo sdo padronizados, assim como ndo sdo adequadamente descritas nas metodologias dos
artigos (NASCIMENTO et al., 2008). Dentro desse contexto, o uso de dietas padronizadas
pode minimizar a variabilidade das composi¢des, além de a mensuragdo dos nutrientes
ofertados aos animais.

Estudos utilizando ra¢des hipercaloricas demonstraram resultados significativos quanto
a composicdo corporal, como aumento de tecido adiposo e perfil bioquimico, como, por
exemplo, elevagdo dos niveis de triglicerideos, aumento da glicemia e resisténcia a insulina
(WOODS et al., 2003; DOURMASHKIN et al., 2005, WHITE et al., 2013, OLIVEIRA 2014).
A literatura também destaca que a obesidade induzida por dietas hipercaloricas promove
remodelacdo cardiaca com alteracbes na morfologia e/ou funcdo cardiaca em roedores
(BARNES et al., 2003; OKERE et al., 2006; DE MORAES et al., 2008; NASCIMENTO et al.,
2013, MARTINS et al., 2015). Relling et al. (2008) demonstraram que animais, submetidos a
uma dieta rica em gordura durante 12 semanas, apresentaram déficit da funcdo contratil de
midcitos ventriculares. Liu & Lloyd (2013) observaram diminuicdo da funcéo contratil cardiaca
apos isquemia-reperfusdo miocardica em animais que consumiram que dieta rica em gordura e
baixas quantidades de carboidratos. Em nosso laboratério, recentemente, foi demonstrado
disfuncdo miocardica em condicGes basais e remodelacéo cardiaca fisiolégica em animais que
desenvolveram obesidade a partir do consumo de dietas com alto teor de gordura (LIMA-
LEOPOLDO et al.,, 2008; LEOPOLDO et al., 2010; LEOPOLDO et al.,, 2011; LIMA-
LEOPOLDO et al., 2011).

Além do uso de dietas hiperlipidicas, estudos avaliam o efeito de dietas ricas em
carboidratos simples, tais como sacarose e frutose, sobre a funcdo e morfologia cardiaca,
entretanto, os resultados ainda sdo inconsistentes (CHESS, STANLEY, 2008; MELLOR et al.,
2010; MELLOR et al., 2011). Sharma et al. (2007), observaram em animais hipertensos que a
dieta com frutose, durante oito semanas, acarretou aumento da espessura da parede do
ventriculo esquerdo e da mortalidade, quando comparados a animais alimentados com dieta
com alto teor de gordura, carboidrato complexo ou dieta do estilo ocidental. Os autores notaram
resultados similares quando utilizaram a sacarose como fonte de carboidrato pelo mesmo
periodo (SHARMA et al., 2008). Em contrapartida Salie et al. (2014) demonstraram efeito
cardioprotetor pos-isquemia reperfusdo em ratos Wistar, utilizando dieta com suplementacgéo de
sacarose por 16 semanas, mostrando que houve maior tolerancia a isquemia.

A associacdo de dietas hiperlipidicas com carboidratos simples também tem sido
utilizada em modelos experimentais de obesidade com intuito de elucidar os efeitos

cardiovasculares desse tipo de dieta. Carbone et al. (2015), utilizando dieta hiperlipidica
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saturada e acgucar por oito semanas, demonstraram disfuncdo sistolica e diastolica cardiaca,
entretanto, os autores destacam que 0s mecanismos pelos quais essas dietas promovem
obesidade com consequente prejuizo na funcdo cardiaca ainda ndo sdo bem compreendidos.
Embora ndo tenham realizado a avaliacdo direta do perfil inflamatorio dos animais, os autores
sugerem que o desenvolvimento de disfuncédo cardiaca pode ter sido em resposta a liberacdo de
citocinas cardiodepressoras. Gongalves et al. (2016) observaram hipertrofia ventricular, fibrose
intersticial, maior rigidez e prejuizo no relaxamento cardiaco em ratos Wistar alimentados por 6
semanas com dieta hiperlipidica com acUcar. Os autores sugerem que 0 remodelamento
cardiaco foi consequéncia de alteracdes metabdlicas, tais como resisténcia a insulina.

Apesar de evidéncias dos prejuizos cardiovasculares causados por dietas hiperlipidicas e
hiperglicidicas, ainda ndo esta claro se essas dietas promovem insuficiéncia cardiaca. Sendo
assim, torna-se de extrema importancia elucidar se a remodelagdo cardiaca induzida por dietas
hipercaldricas poderia acarretar insuficiéncia cardiaca em resposta a obesidade e, por
consequéncia, os desfechos clinicos ligados a essa condi¢do biométrica.

Diante do exposto, a proposta do estudo foi o desenvolvimento e caracterizacdo de
modelo de obesidade experimental a partir de trés dietas hipercaloricas, uma hiperglicidica,
uma hiperlipidica e uma hiperlipidica com acucar, as quais acarretassem disturbios
cardiovasculares com predisposicéo a insuficiéncia cardiaca. A hipdtese dessa investigacdo foi
que as dietas hipercaldricas iriam promover remodelacdo cardiaca, prejuizos cardiovasculares e
predispor ao quadro de insuficiéncia cardiaca, sendo essa condicdo mais evidente no modelo

hiperlipidico com acucar.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Caracterizacdo de remodelacdo e insuficiéncia cardiaca em modelo de obesidade
experimental induzido por diferentes tipos de dietas hipercaloricas.

2.2 Especificos

e Formulacdo de diferentes racdes hipercaldricas, sendo uma hiperglicidica, uma

hiperlipidica saturada e outra com associacdo da gordura saturada e agucar simples;

e Avaliacdo do perfil nutricional, metabdlico, bioquimico, hormonal, cardiovascular e

sinais de remodelagdo cardiaca em modelo de obesidade experimental;

e Identificagdo e caracterizagdo de sinais de insuficiéncia cardiaca em modelo de

obesidade experimental.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

No presente estudo foram utilizados 60 ratos Wistar, com 30 dias de idade, 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 experimentais foram realizados de acordo
com o0 Manual de Cuidados e Uso de Animais de Laboratério (NIH, 1996) e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo sob
0 protocolo nimero 08/2016 em 01 de julho de 2016 (Anexo 1).

Inicialmente, ap6s um periodo de sete (7) dias para aclimatacdo, os animais foram

distribuidos de forma randomizada em quatro grupos:

e Controle (C): alimentados com dieta padréo (n=15);

e Hiperglicidico (HG): alimentados com dieta com agucar e &gua com agucar (n= 15);

e Hiperlipidico (HL): alimentados com dieta rica em gordura saturada (n=15).

e Hiperlipidico com acucar (HLA): alimentados com dieta hiperlipidica saturada e

acréscimo de acucar simples (n=15).

Diariamente, os ratos receberam 40 g de racdo e apds 24 horas a quantidade de racao
ndo consumida foi mensurada. A ingestdo diaria foi calculada a partir da subtracdo desses
valores (40g - quantidade ndo consumida). A oferta de agua foi ad libitum para os grupos C,
HL e HLA; o grupo HG recebeu agua com acucar (300 g/L) em semanas alternadas (ad
libitum) durante todo o protocolo experimental. A solucdo de agua com acucar foi ofertada
(500 ml por semana) e a quantidade ndo consumida mensurada (total ofertado — total ndo
consumido).

Com a finalidade de analisar a capacidade de o animal converter a energia alimentar
consumida em peso corporal foi calculada a eficiéncia alimentar (EA), dividindo-se o ganho
total de peso dos animais (g) pela energia total ingerida (Kcal) e multiplicado por 100 (IRVING
et al.,, 2009; KIM et al., 2000). A ingestdo caldrica foi calculada pela ingestdo alimentar
semanal multiplicada pelo valor calérico de cada dieta (g x kcal) (KOCH et al., 2014). Para o
calculo da ingestdo caldrica do grupo HG, a caloria proveniente da ingestdo de a4gua com
acucar também foi quantificada (1,2 kcal/MI consumido).
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3.2 - Delineamento Experimental

O protocolo experimental foi constituido de um periodo total de 20 semanas. Ap6s o
nascimento (M1), os animais permaneceram no Biotério Central da UFES até o desmame (25
dias), sendo posteriormente transferidos para o Laboratério de Fisiologia e Bioquimica
Experimental (LAFIBE). Apds cerca de 10 dias de aclimatacdo (M2), os animais com 35 dias
(5 semanas) foram randomizados (M3) em quatro grupos (C, HG, HL e HLA) e submetidos aos
tratamentos experimentais por 20 semanas (M4). Ao final da 20* semana, analises in vivo (M4)
e, posteriormente, post mortem (M5) foram realizadas. (Figura 1).

--------------------------------------- 25 SOBNAS ~----r-sessrmsmsensornnss

------------------------- 20 Semanas -------------oeeeeee

Ll

M1 W L |
M2 |

15 15 15
HG HL HLA

M3

O

MS

Figura 1. Representacdo esquematica do protocolo experimental de 20 semanas. As semanas estdo
representadas por barras individuais que formam a figura em formato de seta. Momento 1 (M1): nascimento
dos animais (Biotério Central — UFES). Momento 2 (M2): periodo de aclimatacdo no LAFIBE. Momento 3
(M3): inicio do protocolo experimental e randomizagdo dos grupos: Controle (C), Hiperglicidico (HG),
Hiperlipidico (HL) e Hiperlipidico com agtcar (HLA) (semana 0). Momento 4 (M4): analises in vivo (teste de
tolerancia a glicose, pletismografia de cauda e hemodinamica) ap6s 20 semanas, com duracdo de uma semana.
Momento 5 (M5): término do protocolo experimental, eutanasia dos animais e realizacdo das analises post
mortem (analises bioquimicas, histologia, coleta de tecidos, cardiomidcito isolado).
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3.3 - Formulacédo e Composicgéao das Dietas

3.3.1 Formulacéo

A formulacéo das dietas seguiu o padrdo de consumo alimentar da populacdo brasileira
descrita na Pesquisa de Orcamento Familiar (POF) de 2009, que demonstra um consumo de
acucares livres e acidos graxos saturados além das recomendacfes da OMS e acima do limite
recomendado pela Sociedade Brasileira de Cardiologia, respectivamente (LEVY et al., 2012).

As dietas foram idealizadas no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica Experimental da
Universidade Federal do Espirito Santo e manipuladas na empresa Nutriave Alimentos®
(Viana, Espirito Santo, Brasil). Os ingredientes utilizados para a confeccdo das racdes foram
misturados, homogeneizados e passaram pelo processo de extrusdo (Extru-Tech Extruder,
Model E-750, Sabetha, KS, USA) para processamento (+ 120 °C, 25% de umidade, 5 segundos
de processamento). O extrudado resultante (pellets) foi seco num secador transportador

horizontal (20 minutos, temperatura: + 70 ° C).

3.3.2 Composicao

As composigdes das dietas em g/kg encontram-se descritas no Quadro 1. A dieta padrao
(DP) foi formulada com os seguintes ingredientes: milho, arroz quirera, 6leo de soja, farinha de
carne e ossos (FCO), gluten, sal, bentonita (material inerte), mix mineral e vitaminico. A
bentonita € um tipo de argila sem valor nutricional, utilizada como aditivo em racdes e com
capacidade de adsorcdo de micotoxinas (FASSANI e DE BRITO, 2004)

As demais dietas foram formuladas a partir da dieta padrdo, com modificacfes
especificas para cada fim. Para a formulacdo da dieta hiperglicidica (DG) foi acrescentado
acucar em detrimento a bentonita. Na dieta hiperlipidica saturada (DH) houve acréscimo de
banha de porco como fonte de gordura saturada em substituicdo ao 6leo de soja e em
detrimento da quantidade de bentonita. Para a composicéo da dieta hiperlipidica saturada com
acucar (DHA) foi acrescentado banha de porco, substituindo o 6leo de soja e parte da bentonita,
além de acréscimo do agucar em substituicdo parcial de milho. A bromatologia das racoes foi

mensurada pela empresa Laborsolo® (Londrina, Paran4, Brasil) e esta apresentada no Quadro 2.
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Quadro 1. Composicdo das dietas experimentais

Racoes
Componentes (g/kg)

DG DH DHA

Milho 200 200 180 80
Arroz Quirera 200 200 200 200
FCO 120 120 120 120
AcUcar - 100 - 100

Oleo de soja 75 75 - -

Banha de porco - - 200 200
Gluten 200 200 200 200

Sal 3,5 3,5 3,5 3,5

Mix Mineral** 35 35 30 30
Mix Vitaminico** 16,5 16,5 16,5 16,5

Bentonita*** 150 50 50 50
Total () 1000 1000 1000 1000

DP: Dieta Padrdo; DG: Dieta Hiperglicidica; DH: Dieta Hiperlipidica; DHA: Dieta hiperlipidica com agUcar;
FCO: farinha de carne e 0ssos. **Mix Vitaminico e Mineral industrial: vit. A, vit. D3, vit. E, vit. K3, vit.
Complexo B, Acido pantoténico, Acido félico, biotina, colina, vit. C, selénio, ferro, cobre, manganés, iodo,
zinco, cobalto, calcio, fésforo. *** Bentonita: material inerte, sem valor nutricional e calorias.

Quadro 2. Composicdo de macronutrientes (%) e densidade caldrica das racdes

Racoes
Componentes (%)
DP DG* DH DHA
Proteina 24,8 21,8 17,8 19,2
. 49,6 52,3 44,6 43,4
Carboidrato
Gordura 25,6 25,9 37,6 37,4
Densidade calorica (Kcal/g) 3,55 3,65 4,59 4,49

DP: Dieta Padrdo; DG: Dieta Hiperglicidica; DH: Dieta Hiperlipidica; DHA: Dieta hiperlipidica com agucar.
*0Os animais receberam dieta com carboidrato simples e agua com agucar (300g/L) em semanas alternadas.
Para o calculo do consumo caldrico do HG, foi realizada a soma do valor calorico da ragdo (3,65 kcal/g) e o
valor calérico da ingestdo de dgua com agulcar (1,2 kcal/ml), nas semanas de consumo da agua.
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3.4 - Avaliacéo Nutricional

O perfil nutricional foi determinado pela analise do peso, gordura corporal e indice de
adiposidade. O peso corporal dos animais foi aferido semanalmente, utilizando-se balanca
digital Edutec (Inca Tecnologia de Produtos e Servicos Ltda., Brasil). A quantidade de gordura
corporal foi determinada a partir dos depoésitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral
(Figura 2). O indice de adiposidade foi calculado, dividindo-se a gordura corporal (somatdria
dos depositos epididimal, retroperitoneal e visceral) pelo peso corporal final (PCF),
multiplicado por 100 (ROLLS et al., 1992; TAYLOR & PHILLIPS, 1996). O tamanho dos
animais foi avaliado a partir do comprimento nasoanal (BERNARDIS & PATTERSON, 1968;
TAYLOR & PHILLIPS, 1996).

Figura 2. Dep6sitos de gordura epididimal (A); retroperitoneal (B) e visceral (C).

3.5 - Comorbidades

A determinacdo das comorbidades nos grupos experimentais foi realizada pela analise
da pressdo arterial sistémica, intolerancia a glicose e perfil lipidico conforme técnicas descritas

abaixo:

3.5.1 Pressao Arterial

A pressao arterial sistémica foi composta pela anélise da pressdo arterial sistolica (PAS)
e frequéncia cardiaca (FC). Ao final do protocolo experimental (20* semana), a PAS e a FC
foram avaliadas indiretamente por meio do método de pletismografia de cauda acoplado ao
sistema de aquisi¢do de dados (IITC INC, Life Science, Woodland Hills, CA, USA). Os
animais dos grupos C (n= 11), HG (n=13), HL (n=12) e HLA (n=13) foram acomodados em
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camara aquecida, por 10 a 15 minutos, com o intuito de promover vasodilatacdo da artéeria
caudal. Apds o aquecimento, um manguito de borracha (cuff) foi conectado na regido proximal
da cauda dos animais e insuflado automaticamente até atingir 200 mmHg e, posteriormente,
desinflado. Os valores da PAS e FC foram obtidos por meio dos sinais do transdutor acoplado
ao computador e analisados em software especifico (AcgKnowledge® MP100, Biopac
Systems, Inc, Santa Barbara, CA, USA). Foi realizado uma média de 3 registros obtidos por
animal, sendo descartados os registros associados com movimento da cauda e/ou outros agentes

estressores que pudessem interferir na afericdo da PA.

Figura 3. Representacdo Esquematica do protocolo de afericdo da pressdo arterial. A: cAmara para
aquecimento dos animais; B1: contensor de acrilico para acomodacdo do animal e restricdo de
movimentos, B2: manguito de borracha conectado a cauda do animal; C: registro da PA.

3.5.2 Teste de Tolerancia a Glicose

Para avaliar o perfil glicémico dos grupos experimentais C (n= 10), HG (n=14), HL
(n=11) e HLA (n=13) os animais permaneceram em jejum durante 6 horas, sendo analisados 0s
niveis glicémicos em condicBes basais e ap0s 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 nos momentos 0, considerado condicdo basal, e apds 30,
60, 90 e 120 minutos da infusdo da glicose. A mensuracdo dos niveis glicémicos foi realizada
com glicosimetro portétil Accu-Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda., S&o Paulo,
Brasil). A tolerancia a glicose foi avaliada pelo perfil da curva glicémica e area sob a curva
(ASC) para glicose.

3.5.3 Perfil Lipidico

Para analise do perfil lipidico, os animais C (n= 10), HG (n=14), HL (n=12) e HLA
(n=11), permaneceram em jejum por 12 a 15 horas, sendo ap06s esse periodo heparinizados
(500U/kg/ip; Hepamax-S®, Blau Farmacéutica S.A, Cotia, S&o Paulo, Brasil) e anestesiados

com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip; Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda. -
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Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sd8o Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip;
Anasedan®, Sespo Industria e Comércio Ltda. - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil).
A seguir, as amostras de sangue foram 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, Sdo Paulo, Brasil). As concentra¢Ges séricas de triacilglicerol, colesterol total e
lipoproteinas de alta densidade (HDL) foram determinadas utilizando-se kits especificos
(Bioclin Bioquimica®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil e Synermed do Brasil Ltda.,
Sdo Paulo, Brasil) e analisadas pelo equipamento bioquimico automatizado BS-200
(Mindray do Brasil - Comércio e Distribuicdo de Equipamentos Médicos Ltda., Sdo Paulo,
Brasil).

3.5.4 Dosagem Sérica de Leptina

As concentracbes de leptina foram determinadas pelo método Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) utilizando-se kits especificos (Linco Research Inc, St. Louis,
MO, USA). A leitura foi realizada com auxilio de leitor de micro-placa (Asys Expert Plus

Microplate Reader, Cambourne, Cambridge, UK).

3.6 - Caracterizacdo da Remodelacéo e Insuficiéncia Cardiaca

3.6.1 Remodelacdo Cardiaca

O processo de remodelacédo cardiaca foi avaliado por meio de analises estruturais macro
e microscopicas e funcionais. A estrutura cardiaca foi analisada, macroscopicamente, por meio
dos pesos do coracdo, ventriculo esquerdo (VE), ventriculo direito (VD) e atrio total (AT) e
relaces com o comprimento da tibia e, microscopicamente, a partir da determinacdo da area
seccional transversa do midcito (AST) e fracdo de colageno intersticial do VE. A avaliacao
funcional in vivo foi determinada pela analise hemodinamica e in vitro por meio da técnica de
cardiomiocito isolado. Os meétodos utilizados para andlise da remodelacdo cardiaca estdo

descritos abaixo.
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3.6.2 Hemodinamica

Apb6s o término da 20* semana, 6 animais de cada grupo experimental foram
anestesiados via intraperitoneal com uretana (1,2 g/Kg) e submetidos a cirurgia de cateterizagdo
da artéria carétida direita para mensuracdo dos parametros cardiovasculares in vivo (Figura 4).
O plano anestésico foi avaliado pela responsividade ao estimulo doloroso na pata do animal, e
quando necessario, houve suplementacdo na dose utilizada. Apds a anestesia, todos os ratos
foram mantidos em manta aquecedora e com suplementacdo aerossol de oxigénio (0,5 L/min).
A canulacdo da carétida direita foi realizada com um cateter millar (SPR-320, Freeway
Houston, Texas, USA) e preenchido com salina heparinizada (50 Ul/ml). O cateter foi acoplado
a um transdutor de pressdo (TSD 104A Biopac, Goleta, Califérnia, USA), conectado a um pré-
amplificador interligado ao sistema (MP 100 Byopac Systems, Inc.; CA), o qual permitiu que a
pressdo do VE fosse registrada e processada por um computador (Figura 5). Apés registro, o
cateter foi retraido para a artéria carotida para registrar a pressao arterial e verificar se ocorreria
lesdo da valvula adrtica. Para o processamento dos dados foi utilizado um periodo de
estabilizacdo de no minimo 10 minutos. Os seguintes parametros foram avaliados: pressdo
arterial sistolica (PAS) e diastdlica (PAD); frequéncia cardiaca (FC); pressdo sistdlica e
diastdlica final intraventricular esquerda (PSVE e PDfVE); méximas derivadas de pressdo
intraventricular positiva (+dP/dtmax) e negativa (-dP/dtmax), estas Ultimas obtidas a partir da
aquisicdo da primeira derivada temporal dos registros de ondas de pressdo intraventricular e a

constante de tempo do relaxamento (TAU).

\

Figura 4. Representacdo esquematica da
cirurgia de canulacdo do ventriculo
esquerdo através da artéria carétida direita
(Adaptado de Smith et al. 1979).
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Figura 5. Representacdo esquematica do sistema utilizado para aquisi¢do
de dados. A: transdutor de pressdo; B: amplificador analdgico; C:
conversor analégico digital; D: banho-maria utilizado para manter o
cateter aquecido (37°C).

3.6.3 Estrutura do coragédo post mortem

A anélise estrutural macroscépica post mortem permite identificar a presenca de
remodelacdo cardiaca ao nivel atrial e ventricular (MATSUBARA et al., 2000). A remodelacéo
ao nivel macroscopico foi determinada pela analise dos seguintes parametros: peso total do
coracdo, dos atrios, dos ventriculos esquerdo e direito, e das respectivas relagdes com o
comprimento da tibia (SA et. Al, 2015). A tibia foi removida e limpa dos tecidos circundantes
moles para posterior mensuracdo do comprimento a partir de um paquimetro (ZAAS Precision

- Amatools Comercial e Importadora Ltda.).

3.6.4 Area Seccional Transversa do Midcito (AST)

A analise da area seccional transversa do midcito foi realizada utilizando amostras do
ventriculo esquerdo (VE). Apds toracotomia mediana, o coracdo foi removido e amostras da
parede anterior do VE foram retiradas. Os fragmentos foram colocados em solucdo de
paraformaldeido (4%, pH 7.4) (FORECHI et al., 2015). A seguir, o tecido miocéardico foi
transferido para solucdo de etanol 70% e incluido em bloco de parafina. Os cortes histoldgicos
de 6 um de espessura foram corados em ld&mina com solu¢do de hematoxilina-eosina (HE) e
projetados em aumento de 40 vezes com o auxilio de microscopio, (AX70, Olympus Optical
CO, Hamburg Germany), acoplado a camera de video, a qual envia imagens digitais a um
computador dotado de programa de analise de imagens (Image Pro-plus, Media Cybernetics,

Silver Spring, Maryland, USA). Para calculo das éareas seccionais dos midcitos foram
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mensuradas 50 células por VE. Os midcitos analisados, localizados na camada subendocardica
da parede muscular, estavam seccionados transversalmente e apresentavam forma arredondada
com nucleo visivel no centro da célula (MATSUBARA et al., 2000). Para caracterizar a
auséncia ou presenca de hipertrofia cardiaca foram utilizadas as areas seccionais transversas

dos miocitos (AST; pm?).

3.6.5 Colageno Intersticial Miocérdico

A determinacdo do colageno (%) foi realizada por meio da técnica de Picrosirius Red,
sendo colageno perivascular excluido e mensurado apenas o colégeno intersticial. Os
fragmentos do VE foram transferidos para etanol 70% diluido em agua, inclusos em blocos de
parafina e corados com Picrosirius Red. A quantificacdo do colageno intersticial foi realizada
utilizando-se 15 campos por fragmento. Os componentes do tecido foram identificados de
acordo com o nivel de coloracdo: vermelho, fibras colagenas; amarelo, midcitos e branco,
espaco intersticial.

Os cortes histoldgicos foram ampliados em 40 vezes com o auxilio de microscopio
(AX70, Olympus Optical CO, Hamburg Germany) acoplado a uma camera de video, que envia
imagens digitais a um computador dotado de programa de analises (Image Pro-plus, Media

Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

3.6.6 Determinacao do Teor de Agua nos Tecidos Cardiaco, Pulmonar e Hepatico

A retencdo hidrica em alguns 6rgdos € caracteristica do surgimento de insuficiéncia
cardiaca (HILL, 1997). Nesse sentido, a avaliacdo do teor de agua tecidual foi realizada em
amostras de VE, VD, AT, pulmé&o e figado. Ap6s a remogdo do tecido a ser examinado, 0 peso
foi aferido in natura (PN). Em seguida, as amostras foram submetidas a secagem em estufa sob
temperatura de 55 + 5°C, por um periodo de 48 horas, para obtencdo do peso seco (PS). A
determinacdo do teor de agua foi expressa em valores relativos e calculada pela seguinte
férmula: [(PN-PS) /PN] x 100%.

3.6.7 Cardiomidcito Isolado
A andlise funcional cardiaca in vitro foi realizada por meio da técnica de cardiomidcito

isolado conforme técnica descrita por Guatimosim et al. (2001).



32

3.6.7.1 Isolamento do cardiomiocito
Ao final do protocolo experimental, 22 animais (C, n=5; HG, n= 6; HL, n= 6; HLA,
n=5) foram heparinizados 30 minutos antes da eutanasia (500U/kg/ip; Hepamax-S®, Blau
Farmacéutica S.A, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) e anestesiados com cloridrato de ketamina (50
mg/kg/ip; Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda. - Divisdo Vetbrands, Jacarei, S&o Paulo,
Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo Indistria e Comércio Ltda. -
Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil), eutanasiados e submetidos a toracotomia
mediana (Figura 6A). Os corac6es foram rapidamente removidos e transferidos para uma placa
de petri contendo solucdo de digestdo (Digestion Buffer - DB) mais &cido etileno glicol
tetracético [(EGTA) - ethyleneglycol-bis (B-aminoethylether) - N, N, N’, N - tetraaceticacid] +
N-2-hidroxietil piperazina N-2-etano sulfonico (HEPES) (Figura 6B). A solucdo DB consistia
de solucdo basica com agua ultrapura (milli-Q) e apresentava a seguinte composi¢do (mM):
NaCl (130); MgCl2 (1,0); KCI (5,4); N-2-hidroxietil piperazina N-2-etano sulfonico (HEPES)
(25); glicose (22); NAH2PO4 (0,33); pH = 7,39. Ap6s a limpeza do coragdo, o tecido foi pesado
em um becker contendo 20 ml da solucdo DB + EGTA + HEPES. A artéria aorta foi canulada
utilizando-se a técnica de Langendorff e o coracdo perfundido com solucdo de
DB+HEPES+EGTA em fluxo constante para limpeza dos vasos coronarios por um periodo de
2 a 3 minutos (Figura 6C). Apds a realizacdo desse procedimento, o coracdo do grupo C foi
perfundido com solugdo enzimatica contendo solugdo DB, collagenase (24 mg) e Ca*? (1 mM)
durante um periodo de 10 a 15 minutos. Nos grupos HG, HL e HLA, a solucdo enzimatica foi
acrescida de protease (1 mg) e o tempo médio de perfusdo de 15 minutos. As solugcbes
utilizadas neste processo foram continuamente aeradas com 95% de Oz e 5% de CO: e

mantidas em banho maria a 37,5°C (Figura 7).

toracotomia mediana para retirada do coracdo (A); limpeza do coragdo em placa de petri (B); canulagdo da
aorta (C).
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Figura 7. Representacdo esquemdtica do aparato: A: tubos com solucdes de limpeza e
enzimética para isolamento, digestdo e perfusdo; B: cilindro de mistura carbogénica
para manter as solugdes aeradas; C: banho circulante utilizado para manter a
temperatura constante do aparato (37°C); D: cénula; D1: canulacdo pelo arco aortico;
D2: demonstracdo da perfusdo de solugdes apOs canulagdo; D3: coragdo canulado
durante o protocolo experimental (adaptado de LOUCH et al., 2011).

Apos o periodo de perfusdo, os atrios foram retirados e o coragdo foi cortado em uma
placa de petri contendo solugdo DB + albumina + collagenase + Ca*? (ImM) (Figura 8A e B).
Os fragmentos do coracdo (pellet) foram ressuspendidos levemente em um becker com pipeta
pasteur por 2 minutos em banho maria a 37,5°C. Em seguida, as células foram dissociadas,
ressuspendidas e filtradas. Ap6s 10 minutos, o sobrenadante foi removido, mantendo o pellet, e
posteriormente acrescentado solucdes de DB + albumina + Ca*2a 1 Mm (Figura 8C e D). A
etapa descrita acima foi repetida duas vezes, no entanto, com mudancas na quantidade de Ca*?
(1,6 pL e 3,12 pL, respectivamente). A cada etapa, o tubo contendo as células e as solucdes foi
mantido em repouso por aproximadamente 10 minutos e o sobrenadante descartado. Apo6s o
término dessas etapas (duas trocas de solucdo) e retirada do sobrenadante, foi adicionado ao
pellet solucdo estoque (Tyrode) com a seguinte composi¢do (mM): NaCl (140); HEPES (10);
NaH2PO4 (0,33); MgCl> (1); KCI (5); CaCl, (1,8) e Glicose (10). As solucGes utilizadas neste
processo foram aquecidas previamente a 37,5°C.
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Figura 8. Representacdo dos momentos/etapas: retirada dos atrios (A); corte na placa de petri
(B); tubo em repouso para formacéo do pellet (C); retirada do sobrenadante (D).

3.6.7.2 Contratilidade Cardiaca

A contracdo celular foi mensurada por meio da técnica de alteracdo do comprimento dos
cardiomidcitos, utilizando um sistema de deteccdo de bordas acoplado ao microscopio invertido
(lonOptix, Milton, MA, USA) com lente objetiva de 40 vezes (Nikon Eclipse - TS100, EUA).
Os cardiomidécitos foram acomodados em camara experimental com base de vidro, banhados
por solugdo Tyrode e visualizados em um monitor por meio de uma camera (Myocam,
lonOptix, Milton, MA, USA, 240 Hz) acoplada ao microscopio com programa de deteccdo de
imagens (lonwizard, lonoptix, Westwood, Massachusetts, USA).

Os cardiomidcitos foram estimulados em frequéncias de 1, 2 e 3 Hz com duracgdo de 5
milissegundos e voltagem de 20 V, utilizando-se um par de eletrodos de ago e um estimulador
elétrico de campo (Myopacer, lonOptix, Milton, MA, USA). As medidas de contracdo foram
realizadas em cardiomidcitos isolados que apresentaram as seguintes condigdes: bordas e
estriacdes sarcoméricas bem definidas, relaxados em repouso e sem apresentar contraces
voluntarias (Figura 9).

Figura 9. Representacdo de um midcito cardiaco.
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3.6.7.2.1 Parametros funcionais
As propriedades contrateis dos cardiomidcitos foram avaliadas utilizando sistema de

aquisicdo (SarcLen, lonOptix, Milton, MA). As alteracbes no comprimento dos sarcémeros
(CS) foram registradas e, posteriormente, analisadas utilizando software especifico (lon
Wizard, lonOptix, Milton, MA, EUA) (Figura 10). Foram avaliados o comprimento dos
sarcOmeros e 0s seguintes parametros contrateis: percentual de encurtamento (PE), velocidades
maximas de encurtamento (VME) e relaxamento (VMR), tempos até 50% do pico de

encurtamento (t encurtsos) € de relaxamento (t relaxsos) (Figura 11).
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Figura 10. Representacdo de um registro da contratilidade na frequéncia de 1Hz de um
animal do grupo controle.
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Figura 11. Representacdo esquematica do encurtamento de um
cardiomiécito isolado e dos respectivos parametros da contragdo

celular. CS: comprimento do sarcémero.
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3.7 - Insuficiéncia Cardiaca
Os critérios utilizados para diagndstico de insuficiéncia cardiaca (IC) estdo descritos
abaixo. Os animais deveriam se enquadrar em pelo menos trés critérios para serem

considerados com IC:

I.  Congestdo pulmonar: foi avaliada a partir dos seguintes parametros:
a. Percentual de umidade acima de 80% (TUCCI, 2011);
b. Razéo peso do pulméo direito (mg)/peso corporal (g) acima de 5 mg/g
(TUCCI, 2011);
c. Razdo peso do pulmao/peso corporal aproximadamente o dobro dessa
mesma razdo em relagdo ao grupo controle (FRANCIS et al., 2001,
JASMIN et al., 2003; PEREIRA et al., 2005).
Il.  Hipertrofia do ventriculo direito (VD): caracterizada pela relacdo do peso do
ventriculo direito ajustado pelo peso corpdreo acima de 0,8 mg/g (POLEGATO
et al., 2005).
I1l.  Aumento da pressdo diast6lica do ventriculo esquerdo (PDfVE): >15 mmHg
(PEREIRA et al., 2005).
IV. Disfuncao sistélica: valor positivo maximo da primeira derivada temporal da

pressdo sistolica do ventriculo esquerdo < 7000 mmHg (TUCCI et al., 2011);

3.8 - Andlise Estatistica

Para as analises estatisticas, o programa estatistico utilizado foi o SigmaStat verséao 3.5.
Os dados foram expressos por meio de média + erro padrdo da média (EPM) e submetidos ao
teste de Kolmogorov-Smirnov para averiguar a aderéncia a normalidade.

As caracteristicas gerais, as comorbidades, as analises macro, microscopicas e
funcionais cardiacas dos grupos experimentais foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) uma via (fator dieta) e complementada com o teste de compara¢des multiplas de
Tukey. A evolucdo do peso corporal e o teste de tolerdncia a glicose foram submetidos a
ANOVA duas vias (fatores dieta e tempo) para o modelo de medidas repetidas e
complementada com o teste de comparacBes multiplas de Tukey. O nivel de significancia

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

O protocolo experimental, inicialmente, era composto por 60 animais, distribuidos de
forma randomizada em 4 grupos (C, n=15; HG, n=15; HL, n=15; HLA, n=15), entretanto, oito
(8) animais morreram por causas desconhecidas e/ou apds realizacdo de algumas técnicas in
vivo. Desta forma, permaneceram no estudo doze animais no grupo controle (C, n=12);
quatorze animais no grupo hiperglicidico (HG, n=14); treze animais no grupo hiperlipidico
(HL, n=13) e treze animais no grupo hiperlipidico com aglcar (HLA, n=13).

4.1 - Evolucéo do Peso Corporal

A Figura 12 ilustra a evolucao do peso corporal dos animais durante as 20 semanas do
protocolo experimental. O peso corporal do HL foi maior estatisticamente que o grupo C a
partir da sétima semana de tratamento, permanecendo até o final do protocolo experimental. O
grupo HLA apresentou diferenca estatistica no peso corporal em relacdo ao C apenas nas
ultimas quatro semanas de tratamento (172 a 202 semana; HLA > C). Na quarta semana, o HL
apresentou maior peso corporal que o HG; essa diferenca permaneceu até o fim do protocolo
experimental. O HG também apresentou menor peso corporal que o HLA a partir da sexta
semana (62 a 20? semana; p<0,05), com exce¢do da 142 semana, onde 0s pesos corporais desses
grupos foram similares. Ndo houve diferenca entre o peso corporal dos grupos C e HG durante
0 todo o protocolo experimental. O mesmo comportamento foi observado entre o HL e HLA
(Figura 12).



38

700
- C
600 ~F HG
- HL
a5 500 - HLA
-
I
5 4004
=3
S
O  300-
=
g
& 200-
100
0 T T T T

T T T T T T T T T T T T T T T T T
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Semanas

Figura 12. Evolugéo semanal do peso corporal dos grupos experimentais. Controle (C, n=12),
Hiperglicidico (HG, n=14), Hiperlipidico (HL, n=13) e Hiperlipidico com agucar (HLA, n=13).
Dados expressos em média + EPM. ANOVA para 0 modelo de medidas repetidas em grupos
independentes e complementada com o teste post-hoc de Tukey. p<0,05, *C vs. HL; ¢ C vs.
HLA; # HL vs. HG; € HLA vs. HG.

4.2 - Caracteristicas Gerais

Apdbs uma semana de aclimatacdo, 0s grupos experimentais ndo apresentaram diferenca
estatistica no peso corporal inicial (PCI) (Tabela 1). Ao final do protocolo experimental (202
semana), os animais HL obtiveram um incremento de 22% no PCF e 26% no ganho de peso
corporal quando comparados ao C, respectivamente. A Figura 13 representa o incremento do
depdsito de gordura retroperitoneal em animal do grupo HL. Embora ndo houve diferenca
estatistica (p=0,06), o PCF e ganho de peso corporal do HLA foram 15% e 18% maiores que 0
C, respectivamente. Além disso, o0 HL apresentou maiores valores de PCF e ganho de peso
corporal quando comparado ao HG (20% e 25%, respectivamente). N&o houve diferenca entre
C e HG para os parametros PCF e ganho de peso corporal. O mesmo comportamento foi
observado entre HL e HLA.

Os depositos de gordura visceral e retroperitoneal foram maiores no HL e HLA em
relacdo ao C e HG, respectivamente. Percentualmente, o HL apresentou acrescimo de 62% de

gordura visceral e 84% de gordura retroperitoneal, quando comparado ao C (Figura 15); em
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relacdo ao grupo HG, houve elevacdo de 74% e 85% (HL > HG), respectivamente.
Semelhantemente, o incremento desses depo6sitos foi em torno de 39% (gordura visceral) e 57%
(gordura retroperitoneal) no HLA quando comparado ao C. Em relagdo ao HG, o HLA
apresentou um aumento de 50% e 58% nesses depositos, respectivamente. Corroborando com
esses achados, os resultados demonstram que a gordura total (somatério dos depdsitos de
gordura) foi 61% maior no HL e 43% maior no HLA em rela¢do ao C. Além disso, houve
aumento de 67% no HL e 48% no HLA, respectivamente, quando comparado ao HG. Essa
elevacdo de gordura corporal nos grupos HL e HLA refletiu diretamente em maior indice de
quando comparados ao C e HG. Os animais HL e HLA apresentaram maior comprimento
nasoanal do que o C (Tabela 1). N&o houve diferenca no comprimento nasoanal entre 0s grupos
C e HG (p>0,05). O HG nao diferiu do C em nenhuma das variaveis analisadas (p>0,05); o

mesmo comportamento foi observado entre HL e HLA (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos grupos experimentais

Grupos
Variaveis
C HG HL HLA
PCI (9) 107 +3 110+ 3 111 +3 110+ 4
PCF (g) 533 + 17 538 + 13* 649 + 34* 616 + 22
Ganho de Peso Corporal (g) 426 = 17 428 + 12* 538 £ 32* 506 £ 20
Gordura Epididimal (g) 11,2+0,6 10,5+0,7 13,1+0,9 135+1,0
Gordura Visceral (g) 11,4+06  106+0,6"¢ 185+14* 159+14*
Gordura Retroperitoneal (g) 21,9+10 21,8+20"% 404+45* 344+22*
Gordura Total (g) 445+16  429+0,6"¢ 720+6,3* 63,8+4,3*
indice de Adiposidade (%) 8,3+0,2 79+0,3*%  109+05* 10,2+0,3*
Comprimento nasoanal (cm)  27,1+0,6 27,6 £0,7 280+0,1* 28,0+£0,3*

Valores expressos em média + EPM. C: Controle (n=12); HG: hiperglicidico (n=14); HL: hiperlipidico (n=13);
HLA: Hiperlipidico com agtcar (n=13). PCI: Peso corporal inicial; PCF: Peso corporal final. ANOVA uma via
para amostras independentes, complementada com o teste post-hoc de Tukey. p<0,05; * vs. C; # HG vs. HL; * HG
vs. HLA.
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Figura 13. Representacdo dos depo6sitos de gordura de um animal
do grupo controle (Al e A2) e do grupo hiperlipidico (B1 e B2).
As Figuras Al e B1 evidenciam os animais anestesiados no
momento que antecede a eutandsia. As Figuras A2 e B2
apresentam e destacam o depoésito de gordura retroperitoneal, dos
animais do grupo C e HL, respectivamente.

Em relacdo as caracteristicas de consumo alimentar, 0 consumo em gramas (g) do
grupo C foi maior que os demais grupos (137% vs. HG; 118% vs. HL e; 129% vs. HLA, p <
0,05). Além disso, o HL obteve maiores valores de consumo alimentar do que o HG (HG: 16,2
+ 0,4 vs. HL: 18,9 £ 0,7, p< 0,05). Nao houve diferenca no consumo alimentar entre 0s grupos
HL e HLA e HG e HLA (Tabela 2).

O consumo calérico foi maior no HG em relagio aos grupos C e HLA (p<0,05). E
importante ressaltar que o consumo calérico total do grupo HG foi calculado a partir da soma
do consumo cal6rico proveniente da racdo (59,2 + 1,7 kcal) e a média do consumo (kcal)
proveniente da agua com agucar (32,8 £ 1,3 kcal) (dados ndo mostrados). Além disso, o0 HL
apresentou um acréscimo de 12% no consumo caldrico do que o HLA (p<0,05). N&o houve
diferenca no consumo calérico do C em relagdo ao HL e HLA (p>0,05).
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Os grupos HL e HLA apresentaram aumento na eficiéncia alimentar em relacéo ao C,

representando uma elevacdo percentual de 14% e 20%, respectivamente (p<0,05). Em relagéo

ao HG, os grupos HL e HLA obtiveram um incremento de 32% e 39% na eficiéncia alimentar

(p<0,05). O grupo HG apresentou eficiéncia alimentar similar ao C; o mesmo resultado foi
observado entre HL e HLA (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas alimentares dos grupos experimentais

Grupos
Variaveis

C HG HL HLA

Consumo Alimentar (g/dia) 22,3+0,7 16,2 + 0,4** 18,9+0,7* 17,2+0/4*
Consumo Caldrico (kcal/dia) 79,2 +2,6 92,0+2,0*%  86,9+35 773+1,7°

Eficiéncia Alimentar (%)  3,84+0,08 3,32+0,05** 439+0,09* 4,64 +0,08*

Valores expressos em média £ EPM. C: Controle (n=12); HG: hiperglicidico (n=14); HL: hiperlipidico (n=13);
HLA: hiperlipidico com agucar (n=13). ANOVA uma via para amostras independentes, complementada com o
teste post-hoc de Tukey. p<0,05; * vs. C; # HG vs. HL; # HG vs. HLA, “HL vs. HLA.

4.3 - Comorbidades

Os resultados do teste de tolerancia a glicose mostraram que os niveis glicémicos basais
ndo diferiam entre os grupos, entretanto, 30 e 60 minutos apos a administracdo de glicose, a
glicemia do HL e HLA estava significantemente mais elevada do que o C (p<0,05). O HL
também obteve maiores valores glicémicos nesses mesmos momentos quando comparado ao
HG (Figura 14). No entanto, apdés 90 e 120 minutos, os niveis glicémicos dos grupos HL e
HLA apresentaram valores similares ao C e HG. Os grupos C e HG obtiveram resultados
similares em todos os momentos avaliados. Esse resultado foi o mesmo entre HL e HLA.

A ASC (mg.dL/min) dos grupos HL e HLA foi maior que a do grupo C (C = 1234 + 57
versus HL = 1567 + 70 e HLA = 1477 * 41, p< 0,05), representando um acréscimo de 26% e
19%, respectivamente. Além disso, o HL apresentou valores maiores de ASC em relacdo ao
HG (HL = 1340 £ 29 vs. HL = 1567 + 70; p< 0,05). A ASC apresentou valores similares no
HLA em relacdo ao HG e HL (p>0,05). Os grupos C e HG ndo diferiram entre si para essa
variavel (Figura 15).
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Figura 14. Teste de tolerancia a glicose. C: Controle (n=10); HG:
hiperglicidico  (n=14); HL: Hiperlipidico (n=11); HLA:
Hiperlipidico com agucar (n=13). Valores expressos em média +
EPM. ANOVA duas vias para amostras independentes,
complementada com o teste post-hoc de Tukey. p<0,05; *HL vs. C; #
HL vs. HG, *HLA vs. C.
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Figura 15. Area sob a curva (ASC) glicémica. C: Controle
(n=10); HG: Hiperglicidico (n=14); HL: Hiperlipidico (n=11);
HLA: Hiperlipidico com agucar (n=13). Valores expressos em
média £+ EPM. ANOVA uma via para amostras independentes,
complementada com o teste post-hoc de Tukey. p<0,05; * vs. C; #
HL vs. HG.
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A medida indireta de pressao arterial (PA) demonstrou que os grupos HG, HL e HLA
apresentaram maiores valores de PAS (mmHg) em relacdo ao C (C= 145 + 2 versus HG= 172 £
3, HL=164 £ 2 e HLA= 171 £ 2, p<0,001). O incremento da PAS foi de 17% (HG), 13% (HL)
e 17% (HLA) em relacdo ao C, respectivamente. Os grupos HG, HL e HLA néo diferiram entre
si. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos para a frequéncia cardiaca (p>0,05) (Figura

16).
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Figura 16. A) PAS: Pressdo arterial sistélica. B) FC: Frequéncia cardiaca. C: Controle (n=11); HG:
Hiperglicidico (n= 13); HL: Hiperlipidico (n= 12); HLA: Hiperlipidico com agucar (n=13). Valores
expressos em média £+ EPM. ANOVA uma via para amostras independentes, complementada com o
teste post-hoc de Tukey. p<0,05; * vs. C.

A andlise direta dos pardmetros hemodindmicos mostrou que ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos experimentais para as variaveis PAS, PAD, FC, PSVE, PDFVE, FC
do VE, derivadas maximas positiva (+dP/dtmax) € negativa da pressdo do VE (-dP/dtmax) € Tau

(Tabela 3).



Tabela 3. Pardmetros hemodinamicos arteriais e ventriculares.
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Grupos
Variaveis
C HG HL HLA
PAS (mmHg) 97,8+£35 989+45 92,7+38 98,8+35
PAD (mmHg) 58,5+45 61,1+£5.2 56,5+ 2,7 59,6 +5,1
FC (bpm) 289 +11 313+ 16 313+11 318+ 15
PSVE (mmHg) 99,5+£29 958+45 93,4+39 100 £ 3
PDFVE (mmHg) 402+1,6 2,17+0,81 2,19+£0,85 2,8+0,79
+dP/dtmax (MmHg/s) 6568 +471 7301 +£1045 6157 £ 720 8022 + 652
-dP/dtmax (mmHg/s) -6769 £389  -6485+ 725 -6375+£ 661  -7749 +416
FC (VE) (bpm) 288 + 10 314 + 17 321+11 328+ 14
TAU (s) 0,014 £0,003 0,011 +0,001 0,010+0,002 0,011+ 0,001

Valores expressos em média £ EPM. C: Controle (n=6); HG: Hiperglicidico (n=6); HL: Hiperlipidico
(n=6); HLA: Hiperlipidico com aglcar (n=6). PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial
diastolica; FC: frequéncia cardiaca; VE: ventriculo esquerdo; PSVE: pressdo sistolica do VE; PDFVE:
pressao diastélica final do VE; +dP/dtma: derivada méxima positiva de pressdo do VE; -dP/dtms: derivada
negativa de pressdo do VE; FC (VE): frequéncia cardiaca no ventriculo esquerdo; TAU: constante de tempo
do relaxamento do ventriculo esquerdo. ANOVA uma via para amostras independentes, complementada
com o teste post-hoc de Tukey.

Em relacdo aos parametros bioquimicos, os niveis de triglicerideos (mg/dL) do grupo
HL apresentaram valores mais elevados do que os demais grupos (HL = 50,1 + 6,2 versus C =
351 +6,8, HG = 29,1 + 4,5; HLA: 35,6 £ 6,5), entretanto, essa diferenca ndo foi significativa
entre os grupos (p=0,08). Os niveis de glicose, colesterol total e HDL ndo diferiam entre os
grupos (Tabela 4).

Quanto aos niveis de leptina (ng/mL), o grupo HL apresentou valores elevados em
relacdo ao C (C =12,1 + 2,9 vs. HL = 25,0 + 2,7, p < 0,05), representando aumento de 106%.
Os niveis de leptina nos grupos HG e HLA foram similares ao C; o mesmo comportamento foi
observado entre HL e HLA.
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Tabela 4. Caracteristicas bioquimicas dos grupos experimentais

Grupos
Variaveis

C HG HL HLA Valor de p

Glicose (mg/dL) 107+18 112+29 115+36 115%+28 1,00
Triglicerideos (mg/dL) 35,1+6,8 29,1+45 50,1+6,2 35665 0,08
Colesterol Total (mg/dL) 83,4+35 725+34 81451 734+£26 0,13
HDL (mg/dL) 27,112 238+0,7 28625 249+172 0,12

Leptinat (ng/mL) 12,1+2,9 12,7+40 250+2,7* 175+39 0,03

Valores expressos em média £ EPM. C: Controle (n=10); HG: Hiperglicidico (n=14); HL: Hiperlipidico
(n=12); HLA: Hiperlipidico com agucar (n=11). Leptinal: C (n=6); HG (n=5); HL (n=6); HLA (n=5). ANOVA
uma via para amostras independentes, complementada com o teste post-hoc de Tukey. p<0,05; * vs C.

4.4 - Caracteristicas Morfoldgicas e Funcionais Cardiacas

A Tabela 5 ilustra as caracteristicas morfoldgicas cardiacas dos grupos experimentais.
N&o houve diferenca nas varidveis analisadas dos grupos HG, HL e HLA quando comparados
ao C. No entanto, entre HL e HG, o HL apresentou maiores valores de coracao total (HL= 1,46
+ 0,13 vs. HG= 1,11 + 0,04, p < 0,05), VE (HL= 1,07 + 0,09 vs. HG= 0,82 + 0,03, p<0,05) e
AT (HL= 0,13 + 0,01 vs. HG= 0,09 £ 0,005, p<0,05), representando aumento de 31%, 30% e
44%, respectivamente. Quando normalizados pela tibia, além desses parametros, o VD do HL
foi maior que o HG (HL= 0,06 + 0,006 vs. HG= 0,04 + 0,002, p<0,05). N&o houve diferenca do
HLA com os grupos HG e HL nos parametros morfologicos analisados.

Os comprimentos das tibias (cm) dos grupos HL e HLA foram maiores que a do grupo
C (C=4,24 £ 0,04 versus HL= 4,40 + 0,05, HLA= 4,41 £ 0,03, p<0,05). A tibia dos animais do
grupo HG foi similar ao grupo C; o mesmo resultado foi observado entre o HLA com HG e

HL, respectivamente.



Tabela 5. Caracteristicas morfoldgicas cardiacas dos grupos experimentais
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Grupos
Variaveis
C HG HL HLA

Coracdo Total (g) 1,16 £0,04 1,11+0,04 1,46 £0,13*  1,29+0,05
VE (9) 0,84+0,02 0,83+0,03 1,07 £0,09* 0,97 +0,04

VD (g) 021+0,01 019+001 026+002 0,23+0,01

AT (9) 0,11+001 0,09+0,005 0,13+0,01¥ 0,09+ 0,009
Coracgdo Total/Tibia (g/cm) 0,27 £0,009 0,25+ 0,01 0,33 +0,02* 0,29+0,01
VE/Tibia (g/cm) 0,2+0,005 0,19+0,009 0,24+0,01* 0,220,009
VD/Tibia (g/cm) 0,04 +£0,001 0,04+0,002 0,06+0,006* 0,05+ 0,003
Atrio/Tibia (g/cm) 0,02+0,003 0,02+0,001 0,03+0,002 0,02+ 0,002
Tibia (cm) 424+0,04 430+0,01 4,40%0,05* 4,41+0,03*

Valores expressos em média = EPM. C: Controle (n=5); HG: Hiperglicidico (n=8); HL: Hiperlipidico (n=5); HLA:
Hiperlipidico com agucar (n=6). VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; AT: atrio total. ANOVA uma
via para amostras independentes, complementada com o teste post-hoc de Tukey. p<0,05; * vs. C; # HG vs. HL.

A anélise do peso in natura (g) dos tecidos pulmonar e pancreatico demonstrou que ndo
houve diferenca entre 0s grupos, entretanto, o figado do HL foi maior que C e HG (C= 14,1 +
0,94 e HG= 14,2 + 0,52 versus HL= 17,6 £ 1,12, p < 0,05), representando um acréscimo de
24%. N&o houve diferenca no peso do figado do HLA em relacdo ao C, HG e HL,

respectivamente (Tabela 6).



Tabela 6. Peso in natura dos tecidos pulmonar, hepatico e pancreéatico

Grupos
Variaveis

C HG HL HLA

Pulmédo (g) 1,85+0,10 1,78+0,05 1,94+0,05 1,86 +0,04
Figado (g) 14,1+0,94 142+052* 17,6 +1,12* 16,9+0,79

Pancreas(g) 0,94+0,05 1,14+0,05 0,99+0,07 1,08 +0,04

Valores expressos em média £ EPM; C: Controle (n=12); HG: Hiperglicidico (n=14);
HL: Hiperlipidico (n=13); HLA: Hiperlipidico com aglcar (n=13). ANOVA uma via
para amostras independentes, complementada com o teste post-hoc de Tukey. p<0,05;

*vs C; #HG vs HL.
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Apesar da diferenca no peso in natura do figado do HL em relacdo aos grupos C e HG,

quando analisados os percentuais de umidade, o HL apresentou valores similares aos demais

grupos. O percentual de umidade do figado do HLA foi menor que do grupo C (C= 68,7% +
0,2 vs. HLA= 66,5 £ 0,6, p < 0,05). Nao houve diferenca entre 0 HLA, HG e HL em relagéo ao

percentual de umidade do figado. O percentual de umidade do VE, VD e AT foi similar entre

0s grupos (p>0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. Teor de agua nos tecidos cardiaco e hepético
Grupos

Variaveis C HG HL HLA

VE' (%) 716+18 741+03 752%+01 742+%0,.2
VD! (%) 741+x06 741+04 74607 741+04
AT (%) 766+1,7 753+11 748+0,7 746%09

Figado? (%) 68,7+0,2 66,8+0,7 66,7+0,4 66,5%0,6*

Valores expressos em média £ EPM. & C: Controle (n=5); HG: Hiperglicidico
(n=8); HL: Hiperlipidico (n=5); HLA: Hiperlipidico com acucar (n=6). VE:
ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; AT: atrio. 2 C (n=12); HG (n=14);
HL (n=13); HLA (n=13). ANOVA uma via para amostras independentes,
complementada com o teste post-hoc de Tukey. p<0,05; * vs. C.

As Figuras 17 A-C mostram os resultados dos parametros morfoldgicos histolégicos dos

grupos experimentais. Ndo houve diferenca na area seccional transversa (AST) dos grupos (C:
427 + 41 ym?, HG: 346 + 16, HL: 472 + 45, HLA: 390 + 37; p=0,07). A fracdo de colageno
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(%) dos grupos também né&o diferiu (C: 4,69 % 0,60, HG: 5,74 + 0,77, HL: 5,07 + 0,96, HLA:
6,53 £ 0,97; p=0,49). Quanto ao comprimento do sarcOmero (um), o grupo HLA apresentou
valores maiores que os demais grupos (C: 1,81 = 0,009, HG: 1,80 + 0,007 e HL: 1,82 + 0,006
versus HLA: 1,85 + 0,008; p<0,001). N&o houve diferenca no comprimento do sarcémero entre

0s demais grupos experimentais.
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Figura 17. A) Area seccional transversa (AST). Graficos e painéis representativos da Area de Seccio
Transversa de fragmentos subendocardicos do ventriculo esquerdo (VE). Hematoxilina-eosina (40x). B) Fraciao
de Colageno. Graficos e painéis representativos do Colageno subendocardico do ventriculo esquerdo (VE).
Coloragdo Picrosirius Red (40x). C: Controle (n=5); HG: Hiperglicidico (n=8); HL: Hiperlipidico (n=5); HLA:
Hiperlipidico com agucar (n=6). C) Comprimento do sarcomero (CS). C: Controle (n=5, células= 71); HG:
Hiperglicidico (n=6, células= 115); HL.: Hiperlipidico (n=6, células= 106); HLA: Hiperlipidico com ac¢ucar (n=5,
células= 81). Valores expressos em média + EPM. ANOVA uma via para amostras independentes,
complementada com o teste post-hoc de Tukey. p<0,05; * vs. C; ¢ HG vs. HLA; “*HLA vs. HL.
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As Figuras 18 A-D ilustram os resultados referentes aos parametros para diagnostico de
insuficiéncia cardiaca (IC). Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais para
as razdes pulméo/PCF, pulméo direito/PCF e VD/PCF, bem como para o percentual de

umidade do pulméo.
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Figura 18. A) Razao peso do pulméao pelo peso corporal final (PCF). B) Razio peso do pulmao direito
pelo peso corporal final (PCF). C) Percentual de umidade do pulmio. C: Controle (n=12); HG:
Hiperglicidico (n=14); HL: Hiperlipidico (n=13); HLA: Hiperlipidico com aglcar (n=13). D) Razio
ventriculo direito (VD) pelo peso corporal final (PCF). C: Controle (n=5); HG: Hiperglicidico (n=8);
HL: Hiperlipidico (n=5); HLA: Hiperlipidico com aculcar (n=6). Valores expressos em média + EPM.
ANOVA uma via para amostras independentes, complementada com o teste post-hoc de Tukey.

As Figuras 19 A-E mostram o0s resultados das variaveis contrateis analisadas em
cardiomidcitos isolados apos estimulacdo elétrica de 1Hz. O PE (%) do grupo HG foi menor
em relagéo aos grupos C e HLA (HG: 6,91 + 0,28 versus C: 8,34 £ 0,32 e HLA: 7,97 £ 0,26, p<
0,05), representando um decréscimo de 20% e 15%, respectivamente. N&o houve diferenca no
PE entre HLA e C. Além disso, o PE do HL n&o diferiu em relagdo aos demais grupos (Figura
19A).

Quanto a velocidade maxima de encurtamento (um/s), o grupo HG apresentou menores
valores que o C e HLA (HG: -2,21 + 0,08 versus C: -2,58 + 0,10; HLA: -2,73 + 0,09; p< 0,05)
(Figura 19B). N&o houve diferenga na VME entre HLA e C. Além disso, a VME do HL néo

diferiu em relagdo aos demais grupos. Apesar de todos 0s grupos apresentarem menor tempo



50
até 50% do pico de encurtamento (ms) em relagdo ao grupo C, houve diferenca estatistica
apenas entre os grupos C e HL (C= 160 £ 4 vs. HL= 134 £ 2, p< 0,05) (Figura 19D). O t
encurtsoy foi similar entre os grupos HG, HL e HLA.

Em relacdo aos parametros de relaxamento, os grupos HG, HL e HLA apresentaram
valores similares na velocidade maxima de relaxamento (um/s), quando comparados ao C. No
entanto, o grupo HG apresentou menor VMR em relagdo aos grupos HL e HLA,
respectivamente (HG: 2,09 + 0,10 versus HL: 2,49 + 0,11 e HLA: 2,68 £ 0,11, p< 0,05) (Figura
19C). Os grupos HL e HLA reduziram o tempo até 50% do relaxamento (ms) quando
comparados aos grupos C e HG, respectivamente (C: 160 £ 4 e HG: 148 £ 3 versus HL: 134 £
3 e HLA: 133 + 3, p< 0,05). Nao houve diferenca entre 0 C e HG para o t relaxsos (p=0,11).
N&o houve diferenca entre as VMR e o0s t relaxsos dos grupos HL e HLA (Figura 19E).
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Figura 19. A) Percentual de encurtamento (PE). B) Velocidade maxima de encurtamento (VME). C)
Velocidade méxima de relaxamento (VMR). D) Tempo até 50% do pico de encurtamento (t encurtsoy). E)
Tempo até 50% do relaxamento (t relaxsos). C: Controle (n=5, células= 71); HG: Hiperglicidico (n=6,
células= 115); HL: Hiperlipidico (n=6, células= 106); HLA: Hiperlipidico com agucar (n=5, células= 81).
Valores expressos em média + EPM. ANOVA uma via para amostras independentes, complementada com o
teste post-hoc de Tukey. p<0,05; *vs. C; # HG vs. HL; & HG vs. HLA.
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5 - DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizagdo de um
modelo experimental de obesidade a partir de dietas hipercaléricas que acarretassem distarbios
metabolicos e prejuizos cardiovasculares e, consequentemente, insuficiéncia cardiaca.
Inicialmente trés modelos experimentais foram delineados com quantidades elevadas de aglcar
e/ou gordura saturada. Os principais achados do estudo foram que os modelos experimentais a
partir de gordura e/ou gordura associada ao agucar acarretaram obesidade e comorbidades, tais
como hipertensdo, intolerancia a glicose e hiperleptinemia. O modelo experimental a partir de
uma dieta rica em acucar acarretou disfuncdo contréatil de forma pontual visualizada por menor
percentual e velocidade méxima de encurtamento. Contudo ndo foram observadas alteracGes
morfoldgicas nos trés modelos experimentais de obesidade que evidenciem o processo de

remodelacdo cardiaca com predisposicdo a insuficiéncia cardiaca.

5.1 - Modelo Experimental de Obesidade

Modelos experimentais que mimetizam os habitos alimentares da populagdo tém sido
amplamente utilizados para elucidar os mecanismos oriundos da obesidade e comorbidades
(ANGELOVA e BOYADIJIEV, 2013). Os primeiros relatos do uso de intervencGes nutricionais
no desenvolvimento de modelos experimentais de obesidade datam de 1940 (BUETTNER et
al., 2007). No entanto, na década de 1950, BARBORIAK (1955), MASEK (1959) e
MICKELSEN (1958) descreveram o uso de dietas ricas em gordura, carboidrato ou proteina
para explanar a relacdo entre a proporcao desses nutrientes e o desenvolvimento de obesidade.
Os autores demonstraram que animais alimentados a partir de dietas ricas em gordura e
carboidrato apresentaram maior ganho de peso corporal e gordura na carcaga quando
comparados aqueles que receberam dietas hiperproteicas apos 44 semanas (MASEK 1959).
Dentro desse contexto, estudos foram conduzidos por curtos periodos (12 a 16 semanas) com
dietas hiperlipidicas, sendo observados aumento de peso corporal caracterizado por elevagdo
acentuada de adiposidade, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina, indicando que essas
dietas eram eficazes na elaboragdo de modelos validos de obesidade e sindrome metabolica
(HARROLD et al., 2000; FAROOQI et al., 2001).

Nesse sentido diversos estudos utilizam dietas com adicdo de alimentos e/ou
ingredientes hipercalricos, no entanto, nem sempre é visualizado equilibrio entre os

componentes nutricionais, sugerindo um possivel viés metodologico, uma vez que os achados e
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conclusdes podem ser decorrentes do aumento de um componente especifico (gordura ou
carboidrato) em detrimento dos demais (CAMPOS, 2014). Em revisdo sobre o tema, Buettner
et al. (2007) e Fernandes et al. (2016) concluiram que ndo h& consenso sobre a concentracdo de
macronutrientes utilizados por diversos autores em intervencGes hipercaldricas. Os autores
destacaram que os estudos apresentam variacao no percentual de gordura entre 20% e 60%,
bem como na fonte de gordura utilizada, a qual poderia ser de origem animal (banha de porco e
6leo de peixe) ou vegetal (azeite e dleo de coco). Quanto as dietas com alto teor de
carboidratos, a literatura tem demonstrado um percentual entre 60 e 70% na quantidade desse
macronutriente, sendo as fontes de carboidrato simples mais utilizadas a sacarose e frutose
(GAJDA et al., 2007; FERNANDES et al., 2016). Em nosso trabalho, a banha de porco foi
utilizada como fonte de gordura e o percentual de gordura nas dietas DH e DHA foi 37,6% e
37,4%, respectivamente. Na DG o acucar foi utilizado como fonte de carboidrato simples
acrescido de agua com acucar, representando um percentual de carboidratos de 58%. Na DHA,
apesar do percentual final de carboidratos ser abaixo da DP (DP= 49,6% vs. DHA= 43,4%),
houve a substituicdo de 10% de farinha de milho por aclcar. Dentro desse contexto, para a
formulacdo das intervencdes cal6ricas usadas no presente estudo, 0s componentes nutricionais
de interesse (gordura e acucar) foram adicionados a partir da diminuicdo de material inerte
presente na racao, objetivando o equilibrio na concentragdo dos ingredientes adicionados.

A literatura tem destacado a importancia do acompanhamento semanal do peso corporal
com o intuito de identificar o momento de aumento significativo do peso corporal dos animais
sob influéncia de tratamentos com dietas hipercaléricas em relacdo animais tratados com a
dieta padrdo (FERRON et al., 2015; DA SILVA, 2017). Esse cuidado visa evidenciar a duragdo
efetiva da obesidade a partir de um determinado modelo experimental.

Em nosso estudo, o0 modelo experimental hiperlipidico promoveu elevacdo significativa
do peso corporal em relacdo aos animais alimentados com dieta padrdo (DP) a partir da sétima
semana do protocolo experimental, permanecendo essa diferenca até a 20? semana de
tratamento. Esses achados estédo de acordo com a literatura, na qual é evidenciado que o ganho
de peso corporal ocorre de forma gradual durante o periodo de alimentagdo com DH (DE
MEIER et al., 2010, LIU e LLOYD, 2014). Townsend et al. (2008), ao avaliar o ganho de
peso corporal de ratas alimentadas com DH, observaram aumento significativo do peso
corporal na quinta semana, permanecendo a diferenca até o termino do protocolo experimental
(15% semana). Apesar de ser possivel notar diferenca no peso corporal apds duas semanas de
protocolo experimental, o fen6tipo da obesidade se torna mais aparente apds—periodos
prolongados, geralmente, acima de quatro semanas (BUETTNER 2007, LIMA-LEOPOLDO et
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al., 2014; DA SILVA et al. 2017). Em relacdo aos animais alimentados com dieta hiperlipidica
e aglcar (HLA), os achados mostraram elevacdo do peso corporal apenas nas ultimas quatro
semanas do protocolo experimental. Esse dado diverge de alguns estudos que realizaram
acompanhamento semanal do ganho de peso nesse modelo e notaram diferenca significativa em
periodos mais curtos (OLIVIERA et al., 2014; PRANPRAWIT et al., 2013).

Em revisdo, Fernandes et al. (2016) demonstraram que a maioria dos estudos utiliza
protocolos experimentais com duracdo entre 11 e 16 semanas, uma vez que é possivel obter
informacdes mais consistentes em relacdo a obesidade e suas comorbidades. Sendo assim, o
periodo de tratamento utilizado em nosso protocolo experimental foi adequado para o
desenvolvimento de obesidade a partir dos modelos as custas de gordura e gordura com
acréscimo de acUcar. Cabe ressaltar que o modelo experimental a partir de uma dieta
hiperglicidica ndo acarretou alteracfes no peso corporal durante todo o tratamento. Os achados
corroboram o estudo de Cao et al. (2012) que também ndo observou diferenca significativa no
peso corporal durante as 20 semanas de protocolo experimental em ratos Sprague-Dawley.

O estudo apresentou como proposta o0 desenvolvimento de um modelo experimental de
obesidade a partir de diferentes tipos de dietas hipercaloricas. Dessa forma, o peso corporal e
parametros de adiposidade foram analisados e mensurados com o intuito de caracterizar a
obesidade. Em termos percentuais, 0 ganho de peso corporal e o indice de adiposidade foram
elevados em 22% e 62% no HL em relacdo ao C, respectivamente, indicando que o ganho de
peso corporal observado foi reflexo do aumento do tecido adiposo. Estudos utilizando dietas
hiperlipidicas as custas da banha de porco como fonte de gordura evidenciaram aumento do
peso corporal em torno de 10-15%, enquanto a elevacdo da adiposidade foi de 30-45%
(YASPELKIS et al., 2001; BRIAUD et al., 2002; WOODS et al., 2003). Esse achado mostra
que a elevacdo de tecido adiposo € cerca de trés vezes maior do que o aumento de peso
corporal, corroborando nossos achados.

O modelo experimental hiperlipidico com acréscimo de agucar acarretou incremento de
15% no ganho peso corporal em relagdo ao grupo alimentado com DP, entretanto, essa
diferenca ndo foi significativa (p=0,06). Em discordancia da hipétese inicial desse estudo, a
auséncia de alteracdes no PCF e ganho de peso corporal no modelo experimental hiperlipidico
e acucar sao divergentes de resultados observados na literatura, a qual evidencia que uma dieta
rica em gordura e agucar ¢ associada a elevacao do ganho de peso corporal (CARBONE et al.
2015; MALAFAIA et al., 2013). Apesar do peso corporal similar, o modelo experimental
hiperlipidico com acréscimo de agUcar acarretou elevacdo nos depositos de gordura visceral e

retroperitoneal, bem como no indice de adiposidade. N&o obstante a esses resultados, foram
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encontrados outros estudos que demonstraram que o consumo de DHA né&o altera o PCF, mas
promove incremento nos depdsitos de tecido adiposo (CHUN et al., 2010; RAGAB et al., 2015,
JIA et al., 2016). Esse achado corroba estudos que verificaram aumento da prevaléncia de
individuos metabolicamente obesos sem alteracbes no peso corporal, caracterizados
principalmente pelo aumento do tecido adiposo, em especial na regido abdominal. Além disso,
apresentavam desordens metabolicas similares aos obesos, no entanto, com perfil ponderal
similar a individuos eutréficos (MITTENDORFER, 2011; CAO et al., 2012). Contudo, apesar
da auséncia de diferenca estatistica no ganho de peso corporal em relacdo ao C, os achados do
presente estudo nos permitem inferir que o modelo hiperlipidico com acgucar promove
obesidade.

A elevacdo da adiposidade corporal demonstrada nos modelos hiperlipidico (HL) e
hiperlipidico com acucar (HLA) pode ser explicado pela composicao dos acidos graxos da dieta
hiperlipidica, o qual desempenha papel importante na regulacdo do peso corporal e,
consequentemente, formacdo de tecido adiposo. O efeito obesogénico de gorduras com
predominancia de &cidos graxos saturados pode ser explicado pelo fato desse tipo de acido
graxo desencadear menor geracdo direta de energia, uma vez que permanece acilado em TG e,
consequentemente, estocado no tecido adiposo, enquanto que acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) e monoinsaturados (MUFA) sdo rapidamente usados como fonte de energia,
diminuindo o estoque (STORLIEN et al., 2001).

Outra explicacdo possivel para a elevacdo do ganho de peso corporal e adiposidade nos
modelos experimentais hiperlipidico e hiperlipidico acrescido com acUcar refere-se ao aporte
calérico e eficiéncia alimentar, os quais, geralmente, acarretam maior disponibilizacdo de
calorias e hiperfagia (DOURMASHKIN et al., 2005; WHITE et al., 2013).

A eficiéncia alimentar é definida como a capacidade do animal em converter a energia
consumida em ganho de peso corporal (GOMES, 2015). Embora o grupo C tenha consumido
maior quantidade de racdo, no entanto, com consumo caldrico similar, os grupos alimentados
com as dietas hiperlipidicas (DH e DHA) apresentaram maior eficiéncia alimentar. White et al.
(2013) e Vileigas et al. (2016) também verificaram maior eficiéncia alimentar em animais
alimentados com dieta hiperlipidica saturada, apesar dos respectivos grupos controles
apresentarem maior consumo alimentar e consumo caldrico semelhante.

Segundo Pereira-Lancha (2012) mesmo sem aumento no consumo caldrico é possivel
desenvolver obesidade, pois a alteragdo na composi¢do dos nutrientes influencia a eficiéncia na
utilizacdo dos alimentos, acarretando elevacdo no armazenamento de gordura por caloria

consumida. Os autores enfatizam que a elevacdo da gordura corporal pode ser decorrente ao
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aumento na densidade calorica da dieta, que pode acarretar maior ingestdo caldrica total ou
aumento na ingestdo de um macronutriente determinado. Em nosso estudo os animais HL e
HLA consumiram 61% e 43% mais calorias provenientes de gordura em relagcdo aos animais C,
respectivamente, demonstrando que mesmo com a ingestdo calorica total similar, as calorias
provenientes da gordura foram maiores nesses modelos experimentais. Esses achados podem
ter contribuido para o acimulo de tecido adiposo nos modelos hiperlipidicos e hiperlipidicos
com acucar.

Alguns autores relatam que a energia proveniente da gordura apresenta maior efeito no
ganho de peso corporal quando comparados as fontes de energia ndo provenientes de gordura
(HILL e MELANSON, 2000; PRPIC et al., 2002; ROBERTS et al., 2002; DOURMASHKIN et
al., 2005). A eficiéncia na utilizacdo desse substrato pode estar relacionada a termogénese
induzida pela dieta, definida pela energia utilizada para digerir, absorver e armazenar energia
pelo organismo. O gasto energético difere em cada nutriente, sendo de 2-3% para gorduras, 25-
30% para proteinas e 6-8% para carboidratos. Em termos gerais, esse fato significa que a
eficiéncia na utilizacdo de gorduras é entre 97-98%, enquanto a eficiéncia na utilizacdo de
proteinas e carboidratos € 70-75% e 92-94%, respectivamente.

A alta ingestdo de gorduras era considerada, ha alguns anos, um dos principais fatores
que contribuiam para a obesidade, entretanto atualmente sabe-se que diminuir a ingestdo de
gordura ndo resulta na diminuigdo da prevaléncia de obesidade, uma vez que essa diminuicéo
pode ser associada ao aumento no consumo de carboidrato (BRAY e POPKIN, 1998;
GUTTIERRES e ALFENAS, 2007). Apesar disso, 0 modelo experimental hiperglicidico ndo
acarretou ganho de peso corporal e tecido adiposo em comparacdo ao C. A literatura €
controversa em relagdo a modelos de obesidade experimentais a partir de dieta rica em agUcar.
Malafaia et al. (2013) observaram elevacdo no peso corporal de animais que receberam dieta
com 30% de sacarose desde a segunda semana de protocolo experimental. No entanto, Cao et
al. (2012) observaram que ratos Sprague Dawley alimentados com 35% de calorias da dieta
provenientes do acgUcar durante 20 semanas apresentaram peso corporal similar, no entanto,
houve aumento de depdsitos de tecido adiposo em relagdo aos animais DP. Similarmente, Chun
et al. (2010) notaram PCF similar e aumento de tecido adiposo visceral em animais alimentados
com dieta com aglcar em relacdo aos alimentados com DP. Esses achados estdo em
discordancia com nossos resultados, uma vez que os 0 ganho de peso corporal e os depositos de
tecido adiposo ndo aumentaram nesses animais.

Uma possivel explicacdo para auséncia do aumento significativo no peso corporal e

depdsitos de gordura pode ser atribuida ao consumo alimentar desses animais. Apesar do maior



57
aporte calorico, o consumo de racdo e a eficiéncia alimentar foram menores do que 0s animais
que receberam DP. O incremento no consumo caldrico desse modelo experimental pode ser
atribuido ao consumo de agua com agucar. Segundo Sclafani (1987), modelos experimentais
que recebem bebidas acucaradas aumentam o consumo energético em torno de 10-20%. No
presente estudo, o consumo caldrico foi 16% maior no HG em comparacdo ao C. N0Ss0s
achados corroboram com Castellanos Jankiewicz et al. (2016) e Sheludiakova et al. (2011) que
também relataram maior consumo calérico na forma de acucar simples, porém sem alterag&o no
peso corporal, demonstrando menor eficiéncia alimentar. Nesse Gltimo estudo, os autores
relataram que os animais que receberam solucdo de dgua com agucar compensaram as calorias
ingeridas das bebidas diminuindo o consumo de ragdo, assim como em nosso modelo. Além
disso, os autores realizaram testes comportamentais para avaliar a atividade locomotora dos
animais e notaram maior atividade no grupo que recebeu agua com acucar, sugerindo que esse
grupo apresenta maior gasto energético em comparagdo ao grupo controle, o que explica em
partes auséncia de ganho de peso mesmo com maior consumo calérico.

Dourmashkin et al. (2005) demonstraram que animais alimentados com dieta
hiperglicidica apresentavam poucas alteracGes nos niveis de peptideos relacionados a
alimentacdo e ganho de peso em comparacgdo aqueles alimentados com dieta hiperlipidica, bem
como possuiam padrdo metabdlico que favorecia a oxidacao de carboidrato sobre a oxidagdo de
gordura no musculo esquelético. A literatura tem destacado em modelos experimentais de
resisténcia a obesidade, menor ganho de peso e depoésitos de gordura corporal, mesmo com alta
ingestdo energética. Os animais resistentes a obesidade geralmente apresentam alteracdes
metabdlicas que suprimem a lipogénese e aceleram a B-oxidacdo, contribuindo para o efeito
antiobesogénico observado nesses animais. No entanto, é valido destacar que ndo foram
encontrados estudos que caracterizassem modelo experimental de resisténcia a obesidade as
custas de dieta hiperglicidica (JACKMAN et al. 2010; MADSEN et al., 2010; AKIEDA-ASAI
etal., 2013).

Sclafani (1987), em revisdo sobre o consumo de carboidratos, relata que os animais se
tornam obesos a partir de dietas ricas em carboidratos devido a hiperfagia que essas dietas
podem causar. Entretanto, a resposta hiperfagica depende da forma de apresentagdo dos
carboidratos, uma vez que roedores possuem receptores diferentes para detectar agucar e
amido, acarretando preferéncia pelo amido quando comparado a sacarose. Além disso, oferecer
ao animal o carboidrato diluido em uma solucéo é mais eficaz do que oferecé-lo na ragdo. Isso
acontece porque os carboidratos hidratados sdo absorvidos de forma muito mais rapida do que

desidratados. Nesse sentido, explicamos em partes nossos resultados de consumo alimentar,
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uma vez que a DG possui em sua composi¢do 10% de acucar, em detrimento ao material inerte
e a DHA possui 10% de agucar em detrimento ao milho da DP (ambas dietas foram consumidas
em menor quantidade em relacéo a DP).

Em sintese, os modelos hiperlipidico e hiperlipidico e agUcar desencadearam maior
ganho de peso e adiposidade corporal tanto em relacdo ao C quanto ao modelo hiperglicidico.
Esses achados demonstram que o0s modelos acima citados sdo eficientes para o
desenvolvimento da obesidade experimental. Contudo, o modelo hiperglicidico ndo foi eficaz

na promocao de obesidade.

5.1.1. Modelo Experimental de Obesidade e Comorbidades

A obesidade tem sido associada a diversas comorbidades, tais como intolerancia a
glicose, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, dislipidemias e hipertensdo arterial
(BUETTNER et al., 2006; HARIRI, 2010).

Nesse contexto, ao final do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao
teste de tolerancia a glicose para mensurar a capacidade de metabolizacdo de glicose no estado
de jejum e ap06s sobrecarga glicémica. Nossos resultados demonstraram que os modelos
experimentais a partir de dietas hipercal6ricas ndo acarretaram elevagdo da glicemia de jejum
no momento basal. Esses resultados divergem de outros achados que evidenciaram
hiperglicemia em jejum em animais que consumiram dieta hiperlipidica as custas de gordura
saturada e/ou com acréscimo de acucar (HUANG et al., 2004; HOFFLER et al., 2009; CHUN
et al., 2010; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013; ARIAS-MUTIS et al., 2017). Contudo, os
estudos com animais que receberam dietas com alto teor de agUcar apontam resultados
inconsistentes, desde que Sheludiakova et al. (2011) relataram maior glicemia em jejum no
grupo tratado com dieta hiperglicidica, enquanto Castellanos Jankiewicz et al. (2016) relataram
que os animais eram euglicémicos. Os resultados da glicemia de jejum observados em nosso
estudo estdo em concordancia com esses ultimos achados.

Apesar da glicemia no momento basal ndo diferir entre os grupos, 30 e 60 minutos apos
a administracdo de glicose intraperitoneal, os modelos hiperlipidicos (HL e HLA) acarretaram
hiperglicemia em comparacdo aos animais que receberam DP, no entanto, os valores
glicémicos retornaram aos niveis basais ap6s 120 minutos. Embora os niveis glicémicos
tenham retornado aos valores basais, a ASC desses animais foi significativamente maior em
relacdo ao grupo C, sugerindo que esses modelos experimentais desencadeiam intolerancia a

glicose. Dentro desse contexto, pesquisas tém evidenciado que animais alimentados com dietas
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hiperlipidicas e hiperlipidicas com agucar por longos periodos possuem falhas na homeostase
da glicose (KOWALSKI et al.,, 2017) e, consequentemente, desenvolvem prejuizos no
metabolismo glicidico.

O metabolismo da glicose € regulado principalmente pela insulina, horménio produzido
nas células B do pancreas. Nesse sentido, 0 quadro de intolerancia a glicose visualizado nos
modelos hiperlipidico e hiperlipidico acrescido de agucar pode ser atribuido a baixa producao
de insulina ou resisténcia a acdo da mesma (CESARETTI e KOHLMANN JUNIOR, 2006).
Embora no presente estudo a mensuracdo dos niveis de insulina ndo tenha ocorrido, dados
anteriores do nosso laboratorio evidenciaram que animais obesos as custas de dietas
hiperlipidicas eram hiperinsulinémicos e resistentes a acdo da insulina (LEOPOLDO et al.,
2010; FERRON et al., 2015; DA SILVA, 2017). Olefsky e Saekow (1978) sugeriram que dieta
rica em gordura pode reduzir o nimero de receptores de insulina e diminuir a atividade do
sistema de transporte de glicose, bem como o metabolismo intercelular da glicose. Hoffler et al.
(2009), avaliando os efeitos de longos periodos de exposi¢do a uma dieta hiperlipidica em
animais com 15, 20, 30 e 40 semanas de idade, observaram regulacdo negativa na expressao
génica de glicose-6-fosfatase hepatica (G6PC) e transportador de glicose facilitada 4 (GLUT4).
O G6PC medeia a hidrolise de glicose-6-fosfato em glicose, que entdo se liga ao transportador
de glicose facilitada 4 (GLUT4), permitindo sua absorcdo a partir do plasma e deposi¢do em
tecidos musculares e adiposos (DUGANI e KLIP, 2005).

A literatura tem destacado que o aumento do tecido adiposo em modelos experimentais
hiperlipidicos, em especial na regido abdominal, apresenta como uma das caracteristicas
principais a resisténcia a insulina (BUETTNER et al., 2006; WHITE et al., 2013). Embora a
avaliacdo do Homeostatic Model Assessment - Insulin Resistance (HOMA-IR) néo tenha sido
realizada nos modelos experimentais hiperlipidicos HL e HLA do presente estudo, 0s
resultados sugerem que ambos desenvolveram resisténcia a acdo da insulina, bem como
elevagédo dos niveis insulinicos com o intuito de normalizar os valores glicémicos apos 120
minutos. Portanto, além da funcdo endocrina, atuando na secrecdo de hormdnios como a leptina
e citocinas pré-inflamatorias, como fator de necrose tumoral o (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6),
o0 tecido adiposo reduz a expressdo de transportadores de glicose, podendo resultar em menor
absorcdo de glicemia e assim causar estado hiperinsulinémico compensatorio
(CASTELLANOS JANKIEWICZ et al., 2016). Dentro desse contexto, o retorno dos niveis
glicémicos aos valores basais ap6s 90 e 120 minutos, provavelmente, ocorreu as custas de
maior producéo de insulina. Sugere-se que essa a¢do gerou o quadro de hiperinsulinemia nos

animais desses modelos experimentais.
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Ademais, outro mecanismo que sugere alteracdo na liberacdo de insulina é a interacéo
entre os niveis de leptina e insulina (KIEFFER, HABENER, 2000). De maneira paradoxal, a
leptina suprime a liberagdo de insulina devido as ag¢les centrais e diretas sobre as células § do
pancreas, as quais tém sido associadas a resisténcia a insulina em pacientes com sindrome
metabdlica (LICHNOVSKA et al., 2005). Em contrapartida, a insulina, horménio lipogénico,
aumenta o tecido adiposo, responsavel por secretar leptina, sendo essa proporcional a
quantidade de massa gorda corporal (KIEFFER, HABENER, 2000). Esse fato reforca a ideia
que os modelos experimentais hiperlipidicos do presente estudo possam apresentar falhas na
producdo e/ou sensibilidade a acdo da insulina, uma vez que foi observado hiperleptinemia nos
mesmos.

O modelo experimental HG manteve os niveis glicémicos semelhantes aos animais C
em todos os momentos avaliados. Esse dado esta em discordancia a literatura, na qual é
evidenciado que animais que recebem dietas ricas em acucar desenvolvem hiperglicemia,
intolerancia a glicose e hiperinsulinemia (CHUN et al., 2010; CAO et al., 2012; OLIVEIRA et
al., 2014; CASTELLANOS JANKIEWICZ et al., 2016). Kim et al. (1999) demonstraram que,
embora dietas hiperglicidicas ndo causem obesidade como dietas hiperlipidicas, ambas
induziram respostas semelhantes quanto ao acimulo de gordura visceral e efeitos similares de
resisténcia a insulina e transporte de glicose, sugerindo, assim, que as consequéncias
metabdlicas-hormonais da obesidade sdo oriundas do acumulo de gordura em adipdcitos
viscerais € ndo a partir da obesidade per si. Nesse sentido, nosso modelo experimental
hiperglicidico ndo apresentou acumulo de gordura visceral, o que pode explicar em partes o
fato de néo ter sido observado essa condigdo nesses animais.

Pranprawit et al. (2013) investigaram os efeitos da ingestdo do excesso de gordura,
sacarose e a combinacdo de ambas em ratos Sprague Dawley, por um periodo curto (4
semanas) ou longo (8 semanas). Os autores observaram intolerancia a glicose nos animais com
dieta rica em sacarose ap0s 4 semanas, no entanto, inusitadamente, essa condi¢cdo néo foi
observada apds 8 semanas de exposicédo a essa dieta. Ademais, a dieta controle, constituida por
amido, também causou intolerancia gradual a glicose, uma vez que o indice HOMA desses
animais aumentou na mesma propor¢do que os animais com dieta rica em sacarose apds 8
semanas. Dessa forma, os achados concluem que o amido parece influenciar as respostas pos-
prandiais de glicose e insulina, mesmo que de forma mais sutil que carboidratos simples, uma
vez que a ingestdo de amido resulta em respostas menores de 44% na glicemia e 35% na
insulina em relagdo a resposta de glicose ou sacarose. Essa situagdo ocorre devido a diferenca

no tamanho da molécula de carboidrato e na forma de digestdo do amido (CRAPO et al., 1976)
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A obesidade tem sido frequentemente associada ao surgimento das dislipidemias e
desordens no metabolismo lipidico sérico. Embora tenha sido observado incremento de 42%
nos triglicerideos plasmaticos do modelo experimental hiperlipidico em relacdo ao C, esse
aumento ndo foi significativo (p=0,08). Buettner et al. (2006), White et al. (2013) e Martins et
al. (2015) também ndo encontraram alteragBes nos niveis de triglicerideos plasméaticos em
animais que receberam dieta hiperlipidica saturada as custas de banha de porco. Huang et al.
(2004), analisando desordens metabdlicas em dois modelos experimentais, as custas de banha
de porco e frutose, respectivamente, ndo encontraram alteragdes nos niveis de triglicerideos no
modelo hiperlipidico. Entretanto, os autores observaram aumento no tamanho do figado e
reducdo na taxa de sintese de VLDL, a partir dos triglicerideos nas células hepéticas, sendo o
excesso desviado, provavelmente, para a via oxidativa com a finalidade de gerar cetonas e
oxido de carbono. Esses achados foram confirmados pelo maior teor de 4&cido beta-
hidroxibutirico, um tipo de corpo cetonico produzido no figado. O aumento no peso do figado,
também foi observado em nosso modelo experimental hiperlipidico (Figado C= 14,1 + 0,94,
Figado HL= 17,6 g = 1,12, p<0,05), o qual sugere acumulo de gordura nesse tecido,
proveniente, principalmente da elevacdo de acidos graxos livres na corrente sanguinea, que em
excesso, quando ndo oxidado ou transportado para a circulacdo, pode ser sintetizado em TG e
depositados no figado. Esse quadro clinico é denominado de doenca hepética gordurosa ndo
alcodlica (DHGNA) (GOLDBERG e GINSBERG, 2006). Moura et al. (2012) avaliaram as
alteracdes bioguimicas hepaticas decorrentes da administracdo de dieta hiperlipidica em ratos e
observaram maior quantidade de gordura (TG e lipideos totais) e sintese de gordura (atividade
lipogénica) no tecido hepatico, além de elevacdo no peso corporal, aumento dos acidos graxos
livres circulantes e diminuicdo da sensibilidade a insulina, caracterizando sinais classicos da
DHGNA.

Embora o excesso de carboidratos na dieta aumente a sintese hepatica de triglicerideos
(AMIN et al., 2011), os modelos hiperglicidico e hiperlipidico com agucar também né&o
obtiveram alteracdes nos niveis de triglicerideos. Os achados estdo em discordancia com
estudos que encontraram hipertrigliceridemia em modelos experimentais similares (BANOS et
al., 2005; CASTELLANOS JANKIEWICZ et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2014). Entretanto,
embora os niveis plasmaticos de triglicerideos ndo tenham sido alterados no modelo
hiperlipidico com acucar, € importante destacar que esses animais apresentaram menor
percentual de 4gua no tecido hepéatico, mesmo com peso similar ao C, o que sugere acimulo de

gordura nesse tecido.
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Outro aspecto importante em relacdo as comorbidades foi que os modelos experimentais
desse estudo ndo apresentaram elevacao nos niveis de colesterol total e diminuigcdo de HDL, os
quais sdo frequentemente observados na sindrome metabolica. Esses achados corroboram
pesquisas nas quais ndo foi evidenciado aumento nos niveis de colesterol de animais
alimentandos com dietas hiperlipidicas (PRANPRAWIT et al., 2013; MARTINS et al., 2015) e
hiperglicidicas (PRANPRAWIT et al., 2013; CASTELLANOS JANKIEWICZ et al., 2016).
Nesse sentido, Arias-Mutis et al. (2017) ao desenvolverem e caracterizarem um modelo valido
de sindrome metabdlica em coelhos alimentados com dieta rica em gordura e acucar,
observaram aumento significativo do LDL e triglicerideos e reducdo de HDL, destacando que
apesar da utilizacdo de roedores para mimetizar importantes desordens metabolicas presentes
nessa sindrome, ratos e camundongos sdo naturalmente deficientes de proteina de transferéncia
de colesterol esterificado (CETP) e, portanto, apresenta certa resisténcia ao desenvolvimento de
aterosclerose. Essa condicdo limita e ressalta as diferencas importantes no metabolismo lipidico
comparados a humanos.

Os achados do presente estudo também evidenciam que o modelo experimental HL
desenvolve hiperleptinemia. Townsend et al. (2008) observaram aumento nos depdsitos de
gordura corporal, maior ganho de peso e hiperleptinemia, mesmo com menor ingestao calérica
total em modelo hiperlipidico. Os autores destacam que 0 aumento na ingestdo calérica ndo €
necessario para que haja acimulo de tecido adiposo de animais alimentados, desde que essa
elevacao pode ser resultante de alteragdes na modulacao hipotalamica da sinalizacédo da leptina
em funcdo da hiperleptinemia.

A leptina € um horménio secretado pelo tecido adiposo de maneira proporcional ao
tamanho e numero de adipdécitos, sendo responsavel pela regulacdo do apetite e ganho de peso
corporal a partir da sinalizacdo de saciedade para o cérebro (SWEENEY, 2010). A deficiéncia
de leptina leva ao quadro de hiperfagia e acimulo de tecido adiposo, entretanto, tem sido
relatado que individuos obesos apresentam altos niveis de leptina circulante, porém, implicando
no mecanismo de resisténcia a leptina (KNIGHT et al., 2010). Nossos achados mostraram que
0 modelo experimental HL acarreta hiperleptinemia, pois os animais apresentaram 106% a
mais de leptina circulante em relagdo aos alimentados com DP. Contudo, esses animais ndo se
tornaram hiperfagicos, sugerindo que 0s mesmos nao apresentam resisténcia a acdo da leptina,
uma vez que o consumo de racdo foi menor em relagdo ao C. Knight et al. (2010) testaram a
hipbtese que a hiperleptinemia é necessaria para o desenvolvimento de resisténcia a leptina em
ratos obesos induzidos por dieta. Segundo os autores, em estagios iniciais da obesidade, ha o

desenvolvimento de resisténcia a leptina de maneira periférica, atribuida principalmente a
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saturacdo do sistema de transporte de leptina atraves da barreira hemato-encefalica. No entanto,
em periodos mais prolongados de exposicdo as dietas com alto teor de gordura (acima de 20
semanas), 0s animais tornam-se resistentes a acdo da leptina mesmo quando essa é infundida
diretamente no cérebro, sugerindo que nesses animais 0s neurdnios sensiveis a leptina perdem a
capacidade de ativar as vias de sinalizacdo dos receptores de leptina. Nesse sentido, 0s animais
do nosso estudo poderiam se tornar resistentes a acdo da leptina se permanecessem expostos a
condicdo de obesidade induzida por DH por periodos mais prolongados.

Em nosso estudo ndo foi observado hiperleptinemia nos modelos hiperglicidico e
hiperlipidico com agucar. A auséncia de hiperleptinemia no modelo hiperglicidico pode ser
explicado pelos niveis similares de tecido adiposo em rela¢do ao grupo C. Entretanto, embora o
modelo hiperlipidico com agUcar tenha apresentado aumento de tecido adiposo, essa elevacado
ndo foi suficiente para refletir em hiperleptinemia. Swarnalatha et al. (2016) realizaram a
avaliacdo temporal ao longo de cinco meses dos niveis circulantes de glicose, insulina e leptina
e notaram que os niveis de leptina flutuaram durante o 1° e 4° més e, no 5° més, sendo
detectado hiperleptinemia em animais que receberam dieta hiperlipidica com aglcar. Os autores
concluiram que a resisténcia a insulina precedeu de forma progressiva a intolerancia a glicose e
hiperleptinemia, uma vez que a insulina atua modulando a liberacdo de leptina. Em nosso
estudo, embora tenha sido observado intolerdncia a glicose, sugere-se que a insulina ndo
modulou os niveis de leptina circulantes.

Além das alteracGes na homeostase de glicose, bioquimicas e hormonais, a obesidade é
fator de risco para o desenvolvimento de hipertensdo arterial. Nesse sentido, a pressdo arterial,
avaliada de maneira indireta, demonstrou que os trés modelos experimentais propostos nesse
estudo acarretaram elevagdo dos niveis pressoricos. Chaar et al. (2016), avaliando parametros
metabolicos e a pressao arterial de animais alimentados com dieta hiperlipidica, concluiram que
a hipertensao arterial estava relacionada as mudancas na expressdo génica de neuropeptideos do
sistema nervoso central provocadas por essa dieta. Os autores relataram que estes estdo
envolvidos em diferentes comportamentos e processos, tais como, alimentagéo, regulacdo do
peso corporal, gasto de energia e ativagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal no estresse.
Assim, destacam que 0s mecanismos subjacentes ao desenvolvimento da hipertensdo induzida
pela obesidade sdo complexos e multifatoriais. Além disso, tem sido demonstrado que a
hiperleptinemia, presente no modelo experimental hiperlipidico, aumenta os niveis pressoricos
em condicdo de obesidade induzida por dieta, uma vez que atua ativando neurdnios
hipotalamicos (SIMONDS et al., 2014).
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Dentro desse contexto, a literatura destaca que existe forte correlagdo entre o ganho de
peso corporal e aumento da presséo arterial (LIM et al., 2016). Dentre os aspectos que devem
ser considerados nessa correlagdo estdo as mudangas no débito cardiaco e resisténcia vascular
periférica decorrentes do acumulo de adiposidade, entre eles, elevacdo da demanda de
oxigénio, bem como aumento paralelo do volume de sangue com consequente aumento no
débito cardiaco. Além disso, existem mecanismos que relacionam a obesidade ao aumento da
resisténcia vascular periférica, tais como disfuncdo endotelial, resisténcia a insulina, aumento
da atividade do sistema nervoso simpatico, liberacdo de substancias pro-inflamatérias pelos
adipdcitos, entre outros. O débito cardiaco elevado em individuos obesos € atribuido ao
aumento do volume, independente da elevacdo da frequéncia cardiaca (POIRIER et al., 2006).

Em modelos experimentais hiperglicidicos, mesmo sem associacdo com a obesidade, a
hipertensdo também é relatada na literatura (BANOS et al., 2005; DE A. FREITAS et al.,
2007). Estudo, avaliando efeito da sacarose em parametros hemodindmicos e atividade nervosa
simpética renal, bem como o0s niveis de angiotensina plasméatica e em diferentes tecidos,
demonstrou que a ingestdo de sacarose aumenta a atividade nervosa simpética renal e acarreta
maior atividade de renina plasmatica, angiotensina Il plasmatica e angiotensina Il renal. Os
autores sugerem que alimentacdo cronica de sacarose promove alteracbes na ativacdo
simpatica do sistema renina-angiotensina, possivel mecanismo para 0S prejuizos
cardiovasculares (DE A. FREITAS et al., 2007).

Embora tenha sido observado aumento significativo da PA dos animais submetidos a
avaliacdo indireta por meio da pletismografia de cauda, os resultados da avaliacdo direta da PA
por meio da analise hemodindmica demonstram que ndo houve diferenca na PA entre 0s grupos
(Tabela 3). Uma possivel explicacdo para esse fato pode estar relacionada a escolha do
anestésico aplicado durante a técnica, a uretana. Apesar dos mecanismos de acdo da uretana
ndo serem muito bem estabelecidos, Hara e Harris (2002) sugerem gue pode haver modulacéo
de varios receptores e, diferentemente de outros anestésicos, agir sobre os sistemas excitatorios
e inibitorios. Field et al. (1993), avaliando os efeitos cardiovasculares, respiratorios e a
mortalidade de animais adultos sob o uso de diferentes anestésicos, demonstraram moderada
depressdo cardiovascular e efeito hipotensor apos o uso de uretana. Os autores sugerem que a
uretana atua no sistema cardiovascular, acarretando reducao da frequéncia cardiaca e PA. Para
confirmar essa hipdtese, testamos 0 uso de ketamina e xilazina em alguns animais do presente
estudo. Nesse sentido, notamos que os valores pressoricos dos animais avaliados foram mais
préximos aos encontrados na avaliacdo indireta. Esses dados ndo foram demonstrados pois o

numero de animais foi insuficiente para realizar as analises estatisticas. Cabe ressaltar que a
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diferenca nos valores encontrados da PA nas duas tecnicas utilizadas pode ser explicada pelo
fato de que na mensuracdo da PA indireta o animal é submetido ao estresse a partir do
manuseio, constricdo e calor, enquanto na medida direta pode ocorrer um efeito hipotensor

direto do anestésico.

5.2 - Obesidade e Remodelagdo Cardiaca

O coracdo é formado, basicamente, por midcitos (células cardiacas), vasos e matriz
intersticial colagena, os quais em equilibrio contribuem para manutencdo da forma e funcéo
cardiaca. Assim, qualquer desequilibrio na composicdo de um desses compartimentos pode
resultar no processo de remodelacdo cardiaca, a qual é definida como alteracdes genéticas,
moleculares, celulares e intersticiais que se manifestam clinicamente causando alteracdes no
tamanho, forma e funcdo do coracdo em resposta a uma injdria aguda ou sobrecarga cronica
(MATSUBARA et al., 2006). O remodelamento cardiaco pode ocorrer de forma fisioldgica e
adaptativa ou frente as agressées que acometem o coracdo, tais como injdria (infarto agudo do
miocardio), sobrecargas cronicas de pressdo ou volume (hipertensdo arterial, estenose adrtica;
insuficiéncia mitral ou adrtica), nas quais ocasionam a remodelacdo cardiaca patoldgica
(PONTES e LEAES, 2004). A remodelacio cardiaca é frequentemente associada & sobrecarga
pressorica resultante de hipertensao arterial ou volumétrica decorrente do aumento de volume.
Durante a sobrecarga pressorica, ha aumento da espessura da parede ventricular, em resposta a
sintese de sarcdmeros em paralelo, conhecida como hipertrofia concéntrica. Por sua vez, a
sobrecarga de volume, ocasiona aumento de sarcomeros em série, resultando na dilatacdo da
cavidade ventricular, sendo denominada de hipertrofia excéntrica (MATSUBARA et al., 2006).

Existem evidéncias que associam a obesidade com alteracGes estruturais e funcionais
no coracao, tais como hipertrofia ventricular esquerda, dilatacdo do atrio esquerdo, elevacdo da
massa do ventriculo esquerdo, modifica¢bes na cavidade do VE, prejuizo da funcéo diastdlica e
sistélica e fibrose intersticial (ABEL 2008). Em individuos obesos, o excesso de adiposidade
resulta em aumento das demandas metabolicas, com consequente aumento do débito cardiaco e
sobrecarga de volume de forma cronica, resultando, geralmente, em remodelacdo excéntrica do
VE, com dilatacdo e hipertrofia compensatéria (ASHRAFIAN et al., 2011).

5.2.1 - Influéncia da Obesidade Sobre a Estrutura Cardiaca
O processo de remodelacdo cardiaca morfoldgica nos modelos experimentais

propostos no presente estudo foi analisado a partir metodologias que permitem mensurar
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alteracbes na estrutura cardiaca, de forma macroscopica como a pesagem do coragdo post
mortem e sua respectiva relacdo com a tibia, tal qual a correcdo para a altura que se utiliza em
humanos e apresenta menor variagdo do que o peso corporal (VOLTERA et al., 2008). A
avaliacdo a nivel microscopico consistiu em avaliacdo histologica (area seccional transversa e
fracdo de colageno) e comprimento do sarcomero.

O modelo experimental hiperglicidico ndo acarretou remodelagdo cardiaca
morfoldgica, desde que ndo foram observadas alteracbes morfoldgicas em relacdo ao peso do
coracdo e das camaras cardiacas post mortem e sua relagdo com a tibia. Chess et al. (2008),
analisando os efeitos de extremos alimentares (alto consumo de carboidratos e gorduras) sobre
0 processo de remodelacdo e insuficiéncia cardiaca, relataram que a alta ingestdo de agucar
acarreta hiperglicemia na circulacdo sanguinea e efeitos cardiotdéxicos. O aumento de glicemia
acarreta elevacdo dos niveis séricos de insulina, que no tecido cardiaco, induz elevacdo da
sintese proteica de cardiomiocitos e, consequentemente, hipertrofia ventricular esquerda.
Sharma et al. (2007) propdem que a ingestdo de carboidratos, em particular o acUcar,
associados ou ndo a sobrecarga pressorica pode causar hipertrofia do VE, via estimulacdo dos
receptores de insulina e ativacdo de Akt/mTOR, proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo
proteica (Figura 20). Nesse sentido, os achados sugerem que no modelo hiperglicidico nédo
houve necessidade de elevacdo da insulina circulante em resposta ao aumento dos niveis
glicémicos, uma vez que 0s animais permaneceram euglicémicos. Além disso, a avaliagdo
pressorica desses animais foi realizada apenas ao fim do protocolo experimental, o que nao
permite inferir o tempo no qual eles ficaram expostos a sobrecarga de pressao. Nossos achados
corroboram Fang et al. (2005) e Vasanji et al. (2006) também ndo observaram alteracdo na

massa cardiaca em modelos experimentais hiperglicidicos.
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Figura 20. Representacéo esquematica da influéncia
de alta ingestdo de sacarose na hipertrofia cardiaca
durante sobrecargas pressoricas. Adaptado de
Sharma et al. (2007)

O modelo hiperlipidico ndo acarretou remodelacdo cardiaca, apesar dos animais
apresentarem maior peso do coracdo e razdo coracao/tibia comparado ao C, entretanto, essa
diferenca ndo foi significativa (p=0,08). Ademais, embora a AST desse grupo apresentou valor
maior em relacdo ao C, esse aumento ndo foi significativo (p=0,07). Ndo houve alteracdo na
fracdo de colageno e comprimento do sarcomero no modelo hiperlipidico. Apesar de alguns
estudos indicarem remodelacdo cardiaca visualizada por aumento na AST e alteracfes na
fracdo de coldgeno em animais alimentados com dietas hiperlipidicas (LEOPOLDO et al.,
2011; MARTINS et al., 2015), nossos dados corroboram com estudo que ndo observou tais
alteragdes em modelo experimental semelhante (CARROL et al., 2006). Segundo Alpert et al.
(2016) o impacto da hipertenséo e da obesidade na morfologia cardiaca depende da duracéo e
gravidade dessas condicdes, sendo que a longo prazo poderiam causar uma forma hibrida de
hipertrofia ventricular (hipertrofia excéntrica-concéntrica). Dentro desse contexto, os achados
do presente estudo sugerem que a duracao da obesidade com consequente sobrecarga pressorica
ndo foi suficiente para ocasionar remodelamento cardiaco.

Em relacdo ao modelo experimental hiperlipidico com agucar também ndo foram
observadas alteracbes no peso do coracdo, AST e fracdo de colageno miocérdico,

demonstrando que esse tratamento ndo acarretou remodelagdo cardiaca. Esses achados sdo
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divergentes de Poudyal et al. (2012) que visualizaram remodelacdo cardiaca com hipertrofia do
VE e aumento na fracdo de coldgeno em ratos Wistar apos 32 semanas de protocolo
experimental. Os autores relataram que essas alteracGes estéo relacionadas, entre outros fatores,
ao processo de envelhecimento. Outro mecanismo relacionado ao remodelamento cardiaco é o
aumento dos niveis de leptina e/ou resisténcia a acdo da mesma. A leptina medeia 0 processo
de hipertrofia cardiaca, em partes pela via dependente da subfamilia de proteina quinase
ativada por mitégeno (MaPK p38) que regula varios processos celulares, entre eles processos
de crescimento celular (SWEENEY, 2010), condi¢fes essas que ndo foram observadas nesses
animais.

Outro aspecto importante visualizado nesse estudo foi que, apesar do modelo
hiperlipidico com aclcar ndo apresentar alteraces na AST e fracdo de colageno, essa
intervencdo nutricional acarretou maior comprimento do sarcomero em relacdo aos demais
grupos. Em condic¢des de sobrecarga pressorica, hd aumento da resisténcia a ejecdo de volume
ventricular, a qual precisa ser vencida durante a contracdo cardiaca. Nessas condi¢Oes, a
primeira resposta € dilatar por meio do aumento do comprimento dos sarcomeros até que a
sobreposicao dos miofilamentos seja étima, o que leva ao aumento da contratilidade e pressao
ventricular, normalizando o volume de ejecdo. Contudo, se a ocorréncia de sobrecarga
pressérica for permanente, o ventriculo se adapta, pela replicacdo em paralelo dos sarcémeros,
aumentando a largura dos midcitos e, consequentemente, a espessura da parede ventricular
(hipertrofia concéntrica) (MORAIS, 2002).

5.2.2 - Influéncia da Obesidade Sobre a Funcédo Cardiaca

A influéncia da obesidade sobre a funcdo cardiaca foi avaliada no presente estudo in
vivo e in vitro, por meio da avaliagio hemodindmica e cardiomiocitos isolados,
respectivamente. Na avaliacdo in vivo ndo foi observada nenhuma alteragdo significativa,
indicando que as intervencOes dietéticas utilizadas ndo provocaram adaptacdo funcional
cardiaca.

A técnica de cardiomidcitos isolados permite avaliacdo direta ao nivel celular dos
parametros de contracdo e relaxamento dos midcitos cardiacos. O mecanismo de contracdo e
relaxamento miocéardico é regulado, dentre outros, pelo transito de Ca* intracelular. A
contragdo se inicia na unidade celular, a partir da abertura dos canais tipo L, que permitem o
influxo de Ca*? para o meio intracelular. O influxo de Ca*?ativa os receptores de rianodina tipo

2 (RyR2), presentes no reticulo sacorplasmatico (RS), no qual libera mais Ca*?. Esse aumento
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da concentracio de Ca*? citosolico possibilita a ligagdo desse ion com a troponina C e interagdo
actina-miosina, que ativa o processo de contracdo celular. Para que o relaxamento seja iniciado
e 0 Ca*? seja recapturado e/ou extruido, é necessario que ocorra diminuigio da concentragio de
Ca*? citosdlico e, consequentemente, desligamento do Ca*? da troponina C. O processo de
recaptura de Ca*? para o interior do RS é realizado pela bomba de Ca*? do RS (SERCA2a).
Outras proteinas, como o trocador Na*/Ca*2 (NCX), a bomba de Ca*2 do sarcolema atuam como
reguladores do efluxo de Ca*? (BERS, 2002). Nesse sentido, adaptacdes funcionais tanto na
contracdo e relaxamento cardiaco podem ocorrer em resposta as alteracbes na expressdo ou
funcéo desses canais e proteinas envolvidas nessa homeostase intracelular (REN et al., 2000;
RELLING et al., 2006; LEOPOLDO et al., 2011, LIN etal., 2012; CARVAJAL et al., 2014).

Nossos resultados demonstram que a obesidade preservou a fungdo cardiaca com
melhora pontual no relaxamento miocardico, uma vez que foi observado menor tempo até 50%
do encurtamento no modelo hiperlipidico e menor tempo até 50% do relaxamento nos modelos
hiperlipidico e hiperlipidico com agucar. Esses resultados divergem de outros estudos que
demonstraram prejuizos na contragdo e relaxamento em modelos experimentais de obesidade,
visualizados por menor tensdo desenvolvida, reducdo no percentual de encurtamento e aumento
na velocidade de encurtamento e relaxamento de cardiomiocitos (RELLING et al., 2006;
LIMA-LEOPOLDO et al., 2011, LEOPOLDO et al., 2011; CARVAJAL et al., 2014; LIMA-
LEOPOLDO et al., 2014). Os autores visualizaram reducdo na expressdo dos canais de Ca*? do
tipo L, menor fosforilagdo da RyR2, além de diminuicdo de SERCAZ2a e fosforilagdo de
fosfolambam (PLB), responsaveis, respectivamente, pelo aumento da concentracio de Ca*?
intracelular e remocéo do Ca*? citosélico (RELLING et al., 2006; LIMA-LEOPOLDO et al.,
2011, LEOPOLDO et al., 2011; CARVAJAL et al., 2014; LIMA-LEOPOLDO et al., 2014). No
entanto, Fauconnier et al. (2007) em estudo sobre o efeito do palmitato no transiente de Ca*?
intracelular em cardiomidcitos de animais obesos geneticamente, observaram que, na presenca
de palmitato, o encurtamento celular foi aumentado em 40%, assim como elevagéo de 25% na
raz&o entre o encurtamento celular e a amplitude do transiente de Ca*2, demonstrando que esse
substrato foi capaz de melhorar as respostas contrateis dos cardiomidcitos. Os autores sugerem
que a exposicdo prolongada aos &cidos graxos sobre cardiomiocitos adaptam o metabolismo
energético a partir do tipo de substrato ofertado e, por conseguinte, os resultados dessa
exposicdo melhoram o transito de Ca*?e o mecanismo de contragdo celular.

Para manter a fungdo contrétil, o coracdo requer um suprimento continuo e abundante
de energia, que € proveniente, principalmente, dos acidos graxos e glicose. Em condigdes

aerdbicas normais, aproximadamente 60-90% da energia deriva da utilizagdo de acidos graxos
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como principal substrato. As principais fontes de acidos graxos sdo exogenas e incluem os
acidos graxos livres do plasma e os liberados pela hidrélise das lipoproteinas plasmaticas ricas
em triglicerideos (AUGUSTUS et al., 2003, CASTRO et al., 2010). Nesse sentido, os achados
do presente estudo sugerem que aumento na oferta de Aacidos graxos parece exercer,
inicialmente, efeito protetor ao coracdo frente as agressbes impostas pela condicdo de
obesidade e sobrecargas pressoricas nos modelos hiperlipidicos do presente estudo. Além disso,
cabe ressaltar que ndo foi observado nos modelos experimentais avaliados, a ocorréncia de
insuficiéncia cardiaca; a literatura destaca a utilizacdo reduzida de acidos graxos na
insuficiéncia cardiaca (DOENST et al.,, 2013). No momento em que h& manifestacdo de
disfuncdo sistélica efou hipertrofia do VE, ha reducdo na expressdo de proteinas
transportadoras de acidos graxos e enzimas relacionadas a oxidacdo desse substrato que,
consequentemente, diminuem o processo de oxidacdo de acidos graxos, liberacdo e utilizacéo
deste como fonte de energia primaria para atender as demandas metabdlicas cardiacas
(DOENST et al., 2013).

Em contrapartida, o modelo hiperglicidico acarretou disfungdo contrétil de forma
pontual visualizada por menor percentual e velocidade maxima de encurtamento. Esse achado
corrobora Vasanji et al. (2006), que demonstraram reducdo na fracdo de encurtamento de
animais alimentados com dieta rica em sacarose, indicando diminuicdo da contratilidade
cardiaca. Balderas-Villalobos et al. (2013) relataram que 0 consumo de sacarose em ratos
Wistar promoveu diminuicdo da amplitude do transiente de Ca*?, embora sem modificacdes na
quantidade de Ca*? do RS. Os pesquisadores sugeriram que alteracdes na atividade da RyR:
e/ou nos canais de Ca* do tipo L podem contribuir para depressdo na liberagio e recaptacio
de Ca*2 no RS via SERCA2a. Posteriormente, dados do mesmo grupo demonstraram que
animais do grupo controle apresentavam liberacdo sincronizada de Ca*? do RS durante o
estimulo elétrico, levando a um aumento rapido e uniforme da concentracio de Ca*?
intracelular. Entretanto os animais alimentados com sacarose exibiam aumento irregular da
concentragio de Ca*?, verificado por diminuicdo da atividade de RyR2, embora ndo sendo
observado reducdo da expressdo dessa proteina (CARVAJAL et al.,, 2014). Esses dados
suportam nossos achados, demonstrando que a elevacdo na ingestdo de sacarose promove
prejuizo na resposta contratil cardiaca.

Mellor et al. (2010) em revisdo sobre remodelagéo cardiaca em modelos experimentais
com alta ingestdo de sacarose relataram que as disfungdes cardiacas encontradas nesse modelo,
como reducéo na fragdo de ejecdo e prolongamento nos tempos de encurtamento e relaxamento

geralmente sdo associadas a menor recaptura de calcio do RS. Os autores enfatizam que a
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auséncia do fendtipo de obesidade nesses modelos ndao funciona como um fator de
confundimento para as alteragdes cardiacas, sendo essas atribuidas ao excesso da ingestdo de
sacarose. Abel et al. (2008) sugerem que a utilizagdo alterada do substrato miocérdico pode ser
mediadora das disfunc¢des contrateis subsequentes. Dentro desse contexto, quando os niveis de
acidos graxos sdo baixos e as concentracfes de glicose elevadas, 0 metabolismo miocéardico se
adapta a utilizacdo de glicose como substrato energético. Essa resposta adaptativa, inicialmente,
é benefica, pois mantém os niveis de adenosina trifosfato (ATP) frente a diminuicdo da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial a partir de &cidos graxos, no entanto, essa alteracdo do
metabolismo energético ndo é apenas um efeito primario do remodelamento cardiaco, mas
pode, de fato, ser preditor para a ocorréncia de disfuncdo cardiaca (ALFARANO et al., 2015).
Assim, os prejuizos visualizados no modelo hiperglicidico sdo oriundos, entre outros fatores,
do maior aporte de glicose, que parece acarretar de alguma forma desequilibrio na homeostase
intracelular e, consequentemente, alterar 0 mecanismo de contracdo e relaxamento cardiaco.

Cabe ressaltar que no presente estudo ndo foi avaliado o transiente de Ca*? intracelular.

5.3 - Obesidade e Insuficiéncia Cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) é a via final comum da maioria das doencas que acometem
0 coracdo, sendo um dos mais importantes desafios clinicos atuais na area da satude (BOCCHI
et al., 2009). A literatura suporta a ideia que a obesidade é um fator de risco independente para
o desenvolvimento de IC (BASTIEN et al., 2014; CLARK et al., 2014; SCHUTTER et al.,
2014; ALPERT et al., 2014). A obesidade causa uma serie de alteracfes hemodindmicas, as
quais visam manter a homeostase do organismo, que incluem aumento do débito cardiaco e a
diminuicdo da resisténcia periférica. Essas alteracbes podem causar mudancas na morfologia
cardiaca que predispdem a disfuncdo ventricular esquerda e direita. Além disso, alteracdes
neuro-hormonais e metabdlicas comuns na obesidade também podem contribuir para essas
anormalidades na morfologia e funcdo cardiaca. O conjunto dessas mudancas na hemodindmica
cardiovascular, na morfologia cardiaca e na funcdo ventricular podem, em pacientes com
obesidade grave, predispor a insuficiéncia cardiaca, mesmo na auséncia de outras doencas
cardiacas (cardiomiopatia da obesidade) (Figura 21) (BASTIEN et al., 2014; ALPERT et al.,
2016).
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Figura 21. Patofisiologia da obesidade na cardiomiopatia. VD: ventriculo direito, VE:
ventriculo esquerdo. (Adaptado de LAVIE et al., 2013)

Os critérios de diagnostico de IC variam na literatura, sendo utilizados comumente
sinais clinicos, tais como, taquipnéia, edema, ascite, derrame pleural e/ou pericardico, bem
como sinais morfolégicos como presenca de trombo no atrio esquerdo, aumento do teor de
agua dos pulmdes e do figado (BREGAGNOLLO et al., 2005). No presente estudo optou-se
apenas pelos sinais morfoldgicos e hemodindmicos, conforme descrito no item 3.7. Os
resultados apontam que ndo foram encontradas diferengas entre 0s grupos experimentais,
demonstrando a auséncia de IC. Em particular no pulméo, o valor médio normal é 79% com
variabilidade extremamente baixa (desvio padrdo de 1%), o que tornam esse um indicador

muito sensivel para caracterizar a congestdo pulmonar (TUCCI, 2011). Embora a média final
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do percentual de umidade do pulméo dos grupos tenha ficado abaixo de 79%, valores acima de
81% foram observados em 3 a 4 animais por grupo experimental. Entretanto, apesar de
modificacbes pontuais na morfologia e fungdo cardiaca, os modelos experimentais propostos no
presente estudo ndo apresentaram sinais evidentes de IC. A auséncia de IC nos modelos
experimentais utilizados no presente estudo pode ser explicado pela falha na caracterizacao de
congestdo tecidual, hipertrofia do VD, bem como disfuncéo sistolica e diastolica. Nesse
sentido, ndo houveram adaptacdes morfolégicas e funcionais, oriundas da condicdo de

obesidade ou excesso de sacarose, capazes de predispor a IC.
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6 — CONCLUSAO
Os modelos experimentais, as custas de dieta hiperglicidica, hiperlipidica e hiperlipidica

com aguUcar, ndao promovem adaptacdes morfoldgicas e funcionais que evidenciam 0 processo
de remodelagdo cardiaca com predisposicdo a insuficiéncia cardiaca. No entanto, o0 modelo
hiperglicidico acarreta disfuncdo miocardica leve evidenciada por menor percentual e
velocidade méxima de encurtamento. Ademais, os modelos hiperlipidico e hiperlipidico com
acucar promovem melhora pontual no miocardico, uma vez que foi observado menor tempo até
50% do encurtamento no modelo hiperlipidico e menor tempo até 50% do relaxamento nos

modelos hiperlipidico e hiperlipidico com agucar.
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