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EPIGRAFE

A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém
ViU, mas pensar o que ninguém ainda pensou
sobre aquilo que todo mundo vé.

(Arthur Schopenhauer)



RESUMO

A obesidade é um problema atual que ocorre em paises desenvolvidos e
subdesenvolvidos, em diferentes faixas etarias e classes sociais. Considerada uma
doenga metabdlica cronica, caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura em
relagdo a massa magra tecidual, estda associada com o aumento de risco de
mortalidade, redugcdo na expectativa de vida e numerosas comorbidades como,
diabetes mellitus tipo |Il, resisténcia a insulina, dislipidemia e doencas
cardiovasculares. Diversas modificacdes, moleculares, estruturais, hemodinamicas e
funcionais, do coragdo, em humanos e animais, tém sido frequentemente associadas
com a obesidade. Embora a elevacao do tecido adiposo possa provocar mudangas
no desempenho cardiaco, os mecanismos responsaveis por estas alteracbes nao
estdo esclarecidos. Diferentes fatores tém sido sugeridos como responsaveis pelas
possiveis anormalidades funcionais cardiacas em modelos de obesidade, entre eles,
as proteinas reguladoras do transito de calcio miocardico. E bem difundida na
literatura a associagao de acidos graxos saturados e aumento do risco de doengas
cardiovasculares como, doencga arterial coronariana. Alguns autores observaram
alteracbes como, apoptose e hipertrofia cardiaca. Pesquisadores verificaram em
ratos Wistar obesos por dieta hiperlipidica, 70% de acidos graxos insaturados e 30%
de saturados, que o aumento na area e volume nuclear do miécito se correlacionou
significantemente com os acidos graxos saturados, embora os seus niveis fossem
menores que os insaturados. Na literatura consta que a obesidade por dieta
hiperlipidica insaturada nao promove alteracdo na expressao das proteinas
relacionadas ao transito de calcio miocardico; entretanto, ndo ha estudos que
avaliaram esta relacdo na obesidade induzida por dieta hiperlipidica saturada. O
objetivo desse estudo foi testar a hipétese que a obesidade por dieta hiperlipidica
saturada acarreta alteracbes na expressdo e/ou fosforilagdo nas proteinas
relacionadas com o transito de calcio miocardico. Ratos Wistar foram distribuidos em
dois grupos: controle (C, n=18; dieta normolipidica saturada) e obeso (OB, n=19;
dieta hiperlipidica saturada) por 30 semanas. A obesidade foi determinada pelo
indice de adiposidade e foram avaliadas as comorbidades. O perfil morfoldgico
cardiaco foi estimado por analise macroscopica post mortem. As expressdes das
proteinas: bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a), receptor de
rianodina (RYR), calsequestrina (CSQ), fosfolambam total (PLB), fosfolambam



serina 16 (PLB ser 16), fosfolambam treonina 17(PLB thr 17), trocador Na‘/Ca?*
(NCX) e canal de calcio tipo L (Canal L) foram feitas pela técnica de Western Blot.
Neste trabalho os animais apresentaram aumento significante do indice de
adiposidade (p<0,001) e de diversas comorbidades como, intolerancia a glicose
(p<0,001), resisténcia a insulina (p=0,02), hiperleptinemia (p<0,001),
hiperinsulinemia (p=0,03), hipertrigliceridemia (p=0,001), aumento do LDL (p=0,03),
do NEFA (p=0,02) e da pressao arterial (p=0,009). Os resultados macroscoépicos néo
apresentaram remodelagdo cardiaca significante (p>0,05). A analise das proteinas
relacionadas com o transito de calcio ndo mostrou alteragdes significantes: na PLB
(p=0,71), na CSQ (p=0,62), na SERCA2a (p=0,61), na PLB thr 17 (p=0,58), no NCX
(0,47), na PLB ser 16 (p=0,42), na RYR (p=0,19) e no Canal L (p=0,10). Em
conclusdo os resultados desse trabalho mostram que a obesidade por dieta
hiperlipidica saturada ndo promove alteragao significante nos niveis das proteinas

relacionadas com o transito de calcio miocardico.

Palavras-chave: coracdo, dieta hiperlipidica saturada, proteinas do transito de

calcio, ratos.



ABSTRACT

Obesity is a current problem that occurs in developed and developing countries, in
different age groups and social classes. It is considered a chronic metabolic disease
characterized by excessive fat accumulation in relation to lean tissue, is associated
with increased mortality risk, reduced life expectancy and numerous comorbidities as
type Il diabetes mellitus, insulin resistance, dyslipidemia and cardiovascular
diseases. Several molecular, structural, hemodynamic and functional modifications of
the heart in humans and animals have been frequently associated with obesity.
Although the increase in adipose tissue may cause changes in cardiac performance,
the mechanisms responsible for these changes are unclear. Different factors have
been suggested as responsible for possible cardiac functional abnormalities in
obesity models, including the regulatory proteins of myocardial calcium handling. It is
well established in the literature the association of saturated fatty acids and increased
risk of cardiovascular diseases such as coronary artery disease. Some authors
observed changes as apoptosis and cardiac hypertrophy. Researchers found in
obese Wistar rats by high fat diet, 70% unsaturated fatty acids and 30% saturated,
that the increase in the nuclear area and volume myocyte were correlated
significantly with saturated fatty acids, although the levels were lower than
unsaturated. The literature states that obesity by fat unsaturated diet does not
promote changes in the expression of proteins related to myocardial calcium
handling; however, there are no studies that evaluated this relationship in obesity
models induced by saturated high-fat diet. The aim of this study was to test the
hypothesis that obesity by saturated high-fat diet leads to changes in the expression
and / or phosphorylation of proteins related to myocardial calcium handling. Wistar

rats were divided into two groups: control (C, n=18; saturated normolipidic diet) and



obese (OB, n=19; saturated high-fat diet) for 30 weeks. Obesity was determined by
adiposity index and comorbidities were evaluated. Cardiac morphological profile was
estimated by post-death macroscopic analysis. The protein expressions of calcium
pump of the sarcoplasmic reticulum (SERCA2a), ryanodine receptor (RYR),
calsequestrin (CSQ), phospholamban total (PLB), phospholamban serine 16 (PLB be
16), phospholamban threonine 17 (PLB thr 17), Na*/Ca®" exchanger (NCX) and L-
type calcium channel (L channel) were performed by the method of Western Blot. In
this study, the animals showed significant increase in adiposity index (p<0.001) and
several comorbidities such as glucose intolerance (p<0.001), insulin resistance
(p=0.02), hyperleptinemia (p<0.001), hyperinsulinemia (p=0.03), hypertriglyceridemia
(p=0.001), increased LDL (p=0.03) and NEFA (p=0.02) and hypertension (p=0.009).
Macroscopic results showed no significant cardiac remodeling (p>0.05). The analysis
of proteins related to the calcium handling showed no significant change: PLB
(p=0.71), CSQ (p=0.62), SERCA2a (p= 0.61), PLB 17 Thr (p=0.58), NCX (p=0.47),
PLB is 16 (p=0.42), RYR (p=0.19) and channel L (p=0.10). In conclusion, the results
of this study show that obesity by saturated high-fat diet does not promote significant

changes in the levels of proteins related to myocardial calcium handling.

Key words: heart, saturated high-fat diet, calcium handling proteins, rats.
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1- INTRODUGAO

A obesidade é uma doencga metabdlica crbnica, caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura em relacdo & massa magra tecidual (V. Nas tltimas décadas a
incidéncia e a prevaléncia dessa patologia no mundo, tém aumentado nos paises
subdesenvolvidos e desenvolvidos, tornando-se uma epidemia global e consequente
problema de saude publica ?®. Atualmente, mais de um bilhdo de pessoas
apresentam sobrepeso, sendo que, mais de 30% desta populacédo é clinicamente
obesa. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), para o ano de
2015, 2,3 bilhdes de pessoas estardo com excesso de peso (indice de Massa
Corporal (IMC > 25 kg/m?) e, destes, 700 milhdes serdo obesos (IMC > 30 kg/m?) ©.

No Brasil, as mudangas demograficas ao longo do tempo permitiram que
ocorresse a chamada transicdo nutricional, com diminuigdo progressiva da
desnutricdo e aumento da obesidade 78 A Pesquisa de Orgcamentos Familiares
(POF 2008-2009) do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) evidenciou
sobrepeso em 49 % e obesidade em 14,8% da populacdo estudada acima de 20
anos. Além disso, pesquisas realizadas pelo IBGE no periodo de 1974 a 2009
mostrou aumento continuo de tecido adiposo na mesma populagdo ao longo de 35
anos @

A obesidade esta associada com o aumento do risco de mortalidade, redugao
na expectativa de vida e numerosas comorbidades como diabetes mellitus tipo I,
resisténcia a insulina, dislipidemia e doencgas respiratdrias, digestivas,
osteoarticulares, renais cronicas, psicoldgicas, ginecoldgicas, cancer, estados pro-
trombéticos, inflamatdrios e doencas cardiovasculares ') Essas comorbidades
sdo resultado de uma producdo excessiva pelo adipocito de inumeros peptideos

como, leptina, adiponectina, renina, angiotensinogénio, angiotensina | e Il e
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receptores, enzima de conversao da angiotensina (ECA), resistina, fator de necrose
tumoral a (TNF-a), inibidor do ativador de plasminogénio (PAI-1), interleucina 6 (IL-6)
e acidos graxos (Figural). Desse modo, o tecido gorduroso ndo é um simples
depdsito de energia, mas um o6rgdo com capacidade autdcrina, paracrina e
enddcrina, capaz de produzir e liberar mediadores que participam de processos

14-16)  Além

fisioldgicos e patoldgicos em todo o organismo, incluindo o coragdo
disso, recebe influéncia de diversas substancias, como insulina, cortisol,
catecolaminas, glucagon, horménios tireoidianos e, ao promover o aumento da
leptina eleva os niveis de catecolamina circulante, importante modulador do sistema

cardiovascular (19,

Adiponectin frra
Visfatin, Resistin kepiin Adipsin/ASP
Several soluble receptors Complement factors
Sex hormones IL-6
Glucocorticoids TNF-ct
Retinol-blinding protein Adipose IL-1p3
PGI,/PGF, IPGE, Tissue iLﬁ)
Haptoglobulin IGF-1
Serum amyloid A TGF-}
Agouti MCP-1
Agiotensin 2/RAS MIF
NGF .o VEGF

Apolipoprotein E FIAF HGF

Figura 1. Tecido adiposo e as adipocinas. Retirada de Tchernof A a4,
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O comportamento adquirido pela moderna sociedade industrializada,
envolvendo o sedentarismo, os habitos alimentares inadequados ou a combinagao

121516) O aumento

de ambos tém levado ao aumento da prevaléncia da obesidade !
do consumo de energia, a diminuicdo do gasto energético ou a combinagdo de
ambos tém levado a um balancgo caldrico positivo com consequente aumento do
peso corporal 7).

Pesquisadores mostram que dietas com alto teor de gordura e/ou altamente
energéticas, ao induzir a obesidade em humanos ou animais de experimentagao (18)
podem acarretar alteragées moleculares, estruturais, hemodinamicas e funcionais no
coracao, por exemplo: diminuicdo da proteina fosfolambam, aumento do nucleo
celular, hipertrofia atrial e ventricular, hipertensao arterial sistémica e disfungao
diastdlica e sistdlica cardiaca, podendo desenvolver o quadro de insuficiéncia
cardiaca (%2

Embora a elevagao do tecido adiposo possa promover alteracdo na funcao
cardiaca, os mecanismos responsaveis por esta modificagdo ndo estdo claros.
Diferentes fatores tém sido sugeridos como responsaveis por essa anormalidade em
modelos de obesidade como, as proteinas reguladoras do transito de calcio (Ca®")
miocardico #22%,

O ion Ca®*" é um importante integrante do processo de excitagdo-contragao-
relaxamento (Figura 2). A contragcdo cardiaca inicia-se com a despolarizacdo das
células pelo potencial de agdo, abertura dos canais de Ca** do tipo lento (Canal L) e

(1824-26)

influxo do Ca®" através destes canais sarcolemais influxo de Ca®'

desencadeia liberagdo de grande quantidade deste ion do reticulo sarcoplasmatico

(27

(RS) pelos receptores de rianodina (RyR) ?”). O aumento da concentracdo do Ca?*

citosolico possibilita a ligagdo desse ion com a troponina C (TnC) e, a consequente
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interagdo actina-miosina desencadeando o processo de contragdo ®®. A intensidade
da contracdo depende da quantidade e da resposta dos miofilamentos ao Ca*". O
relaxamento inicia-se quando a concentracdo intracelular de Ca®" é reduzida,
principalmente, pela recaptagdo deste ion pela ATPase de Ca®* do RS (SERCAZ2a).
A funcdo da SERCA2a é regulada pela fosfolambam (PLB), proteina que em estado
fosforilado na serina 16 (PLB ser 16) via adenosina monofosfato ciclico (AMPc) ou
na treonina 17 (PLB thr 17) via quinase dependente de calcio-calmodulina, o que
permite a recaptura do Ca®" pela SERCA2a para o interior do RS ##%30 A
calsequestrina (CSQ) proteina do limen do RS tem a funcdo de estoque do Ca*;
assim, este ion, recapturado pela SERCA2a para dentro do RS é armazenado pela
CSQ, devido a sua capacidade de ligagdo aos ions Ca?*, tornando-o disponivel para
a proxima liberacdo pelos receptores de RYR. Outra importante proteina na
regulacdo do efluxo de Ca?* celular é o trocador Na*/Ca*" sarcolemal (NCX), que
utiliza o gradiente de Na* transmembrana para catalisar a extrusdo do Ca*' do
interior celular. Desta forma, a quantidade e/ou atividade de diferentes proteinas,
localizadas no sarcolema e no RS, regulam o transito de Ca?* celular, modulando a

contracdo e o relaxamento miocardico %37,
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Sarcolemma

| V ‘ 1

~ Myofilaments

200 ms

Figura 2. Representagdo esquematica da mobilizacdo do Ca” durante a excitagao
contragdo-relaxamento miocardico. Retirada de Bers DM “®).

Embora as proteinas relacionadas com o transito de Ca?* no miocardio
tenham sido estudadas em modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca 3%, a
literatura revela escassez de estudos que avaliaram a relagao entre a obesidade por
dieta hiperlipidica e as proteinas envolvidas na homeostase do Ca?" miocardico.

| "® ytilizando ratos submetidos a dieta hiperlipidica, por 12 semanas,

Relling et a
mostraram que a obesidade, ndo acompanhada de comorbidades, promoveu
aumento da expressao proteica da SERCA2a e da PLB e diminuicao dos niveis de
PLB fosforilada; entretanto, Relling et al nao informaram a composi¢cdo dos
ingredientes desta dieta. Em pesquisa recente, em nosso laboratorio @V, foi
observado que a obesidade induzida por um ciclo de dietas hiperlipidicas
insaturadas, em ratos Wistar, promoveu diminuicdo da fosforilagdo do PLB ser 16;

esses autores ndo observaram alteragdes nas demais proteinas relacionadas com o

transito de calcio, como SERCA2a, PLB, CSQ, Canal L e PLB thr 17. Freire et al ®°
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utilizando a mesma metodologia de Lima-Leopoldo et al, ndo encontraram alteragao
na PLB ser 16.
E bem difundida na literatura a associagdo de &cidos graxos saturados e

aumento do risco de doencgas cardiovasculares como, doenga arterial coronariana

(36-38) (39-41

. Alguns autores observaram alteragdo como, apoptose ) e hipertrofia
cardiaca “**¥. Oliveira-Junior et al " verificaram em ratos Wistar obesos por dieta
hiperlipidica, 70% de acidos graxos insaturados e 30% de saturados, que a variagéo
na area e volume nuclear do miécito se correlacionou significantemente com os
acidos graxos saturados, embora os seus niveis fossem menores que o0s
insaturados. Em razao dos dados da literatura que mostraram a relagdo entre acidos
graxos saturados e alteragdes cardiacas, e da auséncia de trabalhos que avaliaram
a associagao entre a obesidade por dieta saturada e a expressao das proteinas
envolvidas na homeostase do Ca®" miocardico, a proposta deste estudo foi testar a
hipotese que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica saturada acarreta
modificagdes na expressao e/ou fosforilagdo das proteinas relacionadas com o
transito de Ca®" cardiaco. Com esse objetivo foram estudadas os seguintes

polipeptidios RYR, CSQ, SERCA2a, PLB, PLB ser 16, PLB thr 17, Canal L e NCX no

miocardico de ratos submetidos a dieta hiperlipidica saturada.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Para este trabalho foram utilizados ratos Wistar machos, com 60 dias de
idade, provenientes da Anilab Animais de Laboratério Criacdo e Comércio Ltda —
Paulinia, Sao Paulo, Brasil. Os animais permaneceram no Biotério de roedores do
Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, com
as seguintes condigdes: gaiolas individuais de polipropileno com tampas de arame
cromado forradas com maravalha de Pinus esterilizada, temperatura (24 + 2°C),
umidade (55 + 5%) e ciclos de iluminacdo de 12 horas. Os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com o “Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals” publicado pelo “U.S. National Institutes of Health” “44),

2.2 Protocolo experimental

Os ratos foram randomizados em dois grupos e tratados com dietas
normolipidica (DN; n= 25) ou hiperlipidica (DH; n= 25), ricas em acidos graxos
saturados e a oferta de agua foi ad libitum. O periodo de obesidade foi de 30
semanas. Os ratos DN e DH receberam 2509 de racéo e a quantidade nao ingerida
foi mensurada semanalmente. As racdes foram idealizadas no Laboratério
Experimental de Musculo Papilar Isolado da Unidade de Pesquisa Experimental
(UNIPEX), Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, e adaptadas a partir de

modelo dietético utilizado anteriormente pelo grupo “

e, manipuladas com a
parceria da empresa Biotron Zootécnica®, Rio Claro, Sao Paulo, Brasil. O protocolo
experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da

Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (protocolo 994/2012).
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2.2.1 Composicao das dietas normolipidica e hiperlipidica

Pesquisas utilizam dietas, manipuladas, de acordo com o tratamento de
interesse. O desenvolvimento de dietas € resultante da alteracdo na quantidade ou
qualidade dos ingredientes e/ou por adigdo de farmacos. Investigadores modificam
suas dietas por simples adicdo de um novo composto; entretanto, a adicdo de um
componente, em grande quantidade, é acompanhada de diluicgdo dos demais
compostos da dieta. Neste trabalho foram desenvolvidas dietas normolipidica e
hiperlipidica com predominio de acidos graxos saturados, com equilibrio nas taxas
de hidratos de carbono.

Nas dietas foram utilizados os seguintes componentes: farelo e casca de soja,
milho, dextrina, éleo de soja e palmistico e premix vitaminico e mineral. As
quantidades foram adicionadas a fim de produzir duas dietas diferentes no teor dos
lipideos: normolipidica saturada (DN) e hiperlipidica saturada (DH), com a mesma
quantidade nas taxas de hidratos de carbono. Os niveis de garantia foram obtidos
por dosagem bromatolégica dos componentes da dieta (Laboratério de Bromatologia
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP de Botucatu-SP). A
composi¢ao dos macro e micronutrientes e a porcentagem dos acidos graxos das

dietas estao apresentadas no Quadro 1.
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Quadro 1. Macro, micronutrientes e acidos graxos das dietas (%)

Dietas
Componentes Normolipidica Hiperlipidica
Proteina 24 18
Carboidrato 40 40
Gordura 6 17
Fibras 12 9
Outros* 18 16
Calorias (Kcall/g) 3,10 3,85
Acidos Graxos Insaturados 38,5 35,2
Acidos Graxos Saturados 61,5 64,8

* Qutros: umidade, vitaminas e minerais.

2.3 Perfil nutricional dos animais

O perfil nutricional foi determinado pela analise de ingestao caldrica, eficiéncia
alimentar, peso e gordura corporal, indice de adiposidade, glicose sanguinea e
lipidios séricos. A ingestao caldrica foi calculada pela férmula: ingestao alimentar
semanal multiplicada pelo valor energético de cada dieta (g x kcal). A capacidade do
animal de converter energia em peso corporal, foi calculada pela eficiéncia alimentar
(EA), isto é dividindo-se o ganho total de peso corporal dos animais (g) pela energia
total ingerida (Kcal). O peso corporal dos animais foi aferido semanalmente,
utilizando-se uma balanga digital Mettler® modelo Spider 2 (Toledo do Brasil
Industria de Balangas Ltda, Sao Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brasil). A
quantidade de gordura corporal total foi a somatéria de trés depdsitos de gordura:
epididimal, retroperitoneal e visceral. O indice de adiposidade foi calculado,
dividindo-se a gordura corporal total pelo peso corporal final, multiplicado por 100
“8) A analise do perfil lipidico sérico foi analisado nos ratos em jejum, por 12 a 15

horas, anestesiados com cloridrato de ketamina, 50mg/kg/ip; cloridrato de xilazina,
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10 mg/kg/ip e eutanasiados por decapitacdo. As amostras de sangue foram
coletadas em tubos Falcon, centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos (Eppendorf®
Centrifuge 5804-R, Hamburg, Germany) e armazenadas em freezer a -80°C (Thermo
Fisher Scientific LLC, Asheville, NC, USA). As concentragdes séricas de
triacilglicerol, colesterol total e lipoproteinas de alta (HDL) e baixa (LDL) densidade
foram estabelecidas utilizando-se kits especificos (BIOCLIN®, Belo Horizonte, MG,
Brasil) e analisadas pelo método enzimatico colorimétrico automatizado (Chemistry
Analyzer BS-200, Mindray Medical International Limited, Shenzhen, China). Os
niveis de acidos graxos livres ndo esterificados (NEFA) foram avaliados por kit
colorimétrico (WAKO Pure Chemical Industries Ltd, Osaka, Japao); a leitura foi
realizada com auxilio de leitor de micro-placa (Spectra MAX 190, Molecular Devics,
Sunnyvale, CA, USA). Para analise do perfil glicémico os animais foram expostos a
jejum e anestesia, como descritos acima, e a coleta de sangue foi realizada na
artéria caudal; os niveis glicémicos foram avaliados com glicosimetro portatil Accu-

Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda., Sdo Paulo, Brasil).

2.4 Caracterizagao da obesidade

Para caracterizar a obesidade foi utilizado o indice de adiposidade. Na
literatura constam varios trabalhos que fazem uso desse método para avaliar a

quantidade de gordura corporal em roedores (182746)

2.5 Determinagao do momento inicial da obesidade

O momento do inicio da obesidade foi determinado a partir da aferigao
semanal do peso corporal dos animais. Na semana de tratamento em que se

visualize aumento significante no peso corporal do grupo DH em relagao ao DN, este
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momento foi considerado como inicio da obesidade; esta decisdo se baseia em
estudo prévio, no qual se verificou que a diferenga do peso corporal entre os grupos

era resultante do maior indice de adiposidade nos ratos do grupo DH ®%.

2.6 Constituicao dos grupos controle e obeso

Apds o inicio da obesidade, os grupos de animais que receberam dieta
normolipidica e hiperlipidica foram denominados controle (C) e obeso (Ob),
respectivamente. Na experimentacdo biolégica, em especial, em estudos
experimentais, mesmo quando mantidas as condi¢cdes laboratoriais semelhantes,
nao esta assegurada uma homogeneidade de resposta. Neste sentido, os ratos
submetidos a dieta normolipidica e hiperlipidica podem apresentar, em maior ou
menor escala, caracteristicas comuns, como, por exemplo, o indice de adiposidade.
Estudo publicado previamente “8) mostrou que este fato pode conduzir a um erro de
classificagdo, ou seja, animais submetidos a dieta normolipidica poderiam ser
classificados como controle, quando na realidade, exibem caracteristicas de animais
obesos, ou vice versa. Por essa razdo, tornou-se necessario estabelecer um critério
que separasse o0s animais em dois grupos distintos de acordo com o indice de
adiposidade. Com essa finalidade, foi construido um intervalo de 95% de confianga
(IC) para a média do indice de adiposidade dos ratos controle e obeso. Foi adotado
como ponto de separagao (PS) entre os grupos, o ponto médio entre o limite
superior do grupo C e o limite inferior do Ob; a partir deste ponto foram excluidos do
grupo C os animais com indice de adiposidade acima do PS e do grupo Ob os

animais com indice de adiposidade abaixo do PS.



26

Controle

Excluidos Excluidos

Ponto de separacado (PS) : (LS de IC 95% C) + (LI de IC 95% OB)
2

Representagéo esquematica do critério utilizado para composigédo dos grupos controle e obeso

2.7 Obesidade e comorbidades

Desde que o aumento do tecido adiposo pode ser acompanhado por
comorbidades como, alteragbes cardiovasculares, metabdlicas e hormonais,
visualizadas por hipertensao arterial sistémica, intolerancia a glicose, hiperglicemia,
resisténcia sistémica a insulina, dislipidemias, hiperinsulinemia, hiperleptinemia e

a, (18.27:49-53)

remodelagao cardiac as seguintes variaveis foram analisadas:

2.7.1 Pressao arterial sistémica (PAS)

A PAS foi aferida indiretamente por plestimografia de cauda, utilizando-se
electro-sphymomanometer, Narco Bio-System®, modelo 709-0610 (International
Biomedical, Austin, TX, USA); este método nao permite avaliar a pressao arterial
diastdlica. Com a finalidade de produzir vasodilatacdo da artéria caudal, os ratos
foram previamente aquecidos, a temperatura de 40°C por 5 minutos, em uma caixa
de madeira (50 x 40 cm) forrada com maravalha de Pinus autoclavada. Apds o

aquecimento, foi acoplado o sensor e 0 manguito em torno da cauda do animal. O
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manguito foi insuflado até atingir pressdo de 200 mmHg e, posteriormente,
desinsuflado. As pulsag¢des arteriais foram registradas em sistema de aquisicdo de
dados computadorizado (AcqKnowledge® MP100, Biopac Systems, Ins, Santa

Barbara, CA, USA).

2.7.2 Intolerancia a glicose

A partir do teste de tolerancia a glicose (TTG) foi possivel constatar se os
ratos obesos desenvolveram intolerancia a glicose, isto €, apresentaram niveis de
glicemia maiores em relagédo ao grupo C, apds a sobrecarga glicémica. As coletas de
sangue, na artéria caudal, foram realizadas na condi¢céo basal, apés um periodo de
jejum de 6 horas, e ap6s administragdo intraperitoneal de glicose 25% (Sigma-
Aldrich,® St Louis, MO, USA), equivalente a 2 g/kg. As amostras sanguineas foram
coletadas nos momentos 0, considerado condicéo basal, e apés 15, 30, 60, 90 e 120
minutos da infusdo da glicose. A mensuragao dos niveis glicémicos foi realizada com
glicosimetro portatil Accu-Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda, Sao Paulo,

Brasil). A intolerancia a glicose foi avaliada pela area glicémica.

2.7.3 Perfil lipidico e glicémico

Foram avaliadas as concentragdes seéricas de triglicerideos, colesterol total
(CT), lipoproteinas de alta (HDL) e baixa densidade (LDL) e NEFA e, os niveis

glicémicos de acordo com a metodologia descrita no item 2.3.

2.7.4 Resisténcia sistémica a insulina

Como os animais obesos podem apresentar resisténcia a insulina foi

calculado o indice HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment-Insulin Resistence),
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que baseia-se nas concentragcbes de glicose e insulina de jejum. O calculo foi
realizado pela seguinte férmula: concentragdo de insulina (uU/mL) multiplicada pelos

niveis glicmicos (mM/L) dividida por 22,5 4.

2.7.5 Perfil hormonal: insulina e leptina

As concentragdes hormonais séricas de insulina e leptina foram determinadas
pelo método de ELISA utilizando-se kits especificos (EMD Millipore Corporation,
Billerica, MA, USA). A leitura foi realizada com auxilio de leitor de micro-placa

(Spectra MAX 190, Molecular Devics, Sunnyvale, CA, USA).

2.8 Remodelagao cardiaca

O coracdo foi analisado por meio de estudos estruturais e moleculares
(27.5085-61) A hipertrofia foi avaliada post mortem por analise macroscopica dos
seguintes parametros: peso total do coragéo, dos atrios e dos ventriculos esquerdo e
direito, e das suas respectivas relagdbes com o comprimento da tibia. A analise

molecular foi realizada pelas expressdes das proteinas relacionadas com o transito

de calcio: RYR, CSQ, SERCAZ2a, PLB, PLB ser 16, PLB thr 17, Canal L e NCX.

2.8.1 Analise da expressao das proteinas do transito de calcio

As expressdes das proteinas do transito de calcio foram avaliadas por meio

da técnica de Western Blot 4962),

2.8.1.1 Técnica de Western Blot

As expressodes das proteinas RYR, CSQ,SERCA2a, PLB, PLB ser 16, PLB thr

17, Canal L e NCX, foram realizadas pela técnica de Western Blot. Além disso,
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também foi realizada a expressdo da proteina de normalizagédo, [(-actina. Este
método € frequentemente utilizado em pesquisas para detectar proteinas em um

homogenato de tecido biolégico, ©¥

sendo constituido das seguintes etapas:
extragdo de proteinas, eletroforese em gel, transferéncia das proteinas do gel para
uma membrana de nitrocelulose, identificacdo das proteinas por anticorpos

especificos e quantificagdo dos blots de polipetideos ©°. A metodologia de Western

Blot esta descrita abaixo.

2.8.1.2 Extragao das proteinas

Fragmentos do ventriculo esquerdo foram rapidamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C. A amostra congelada foi
homogeneizada em aparelho Polytron (lka Ultra Turrax™ T25 Basic, Wilmington,
USA) com tampao RIPA (Amresco LLC, Solon, OH, USA), inibidores de protease
(Sigma, St. Louis, MO, USA) e fosfatase (Roche diagnostics, Indianopolis, IN, USA).
O produto da homogeneizacao foi centrifugado (Eppendorf 5804R, Hamburg,
Germany) a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C, e o sobrenadante transferido para
tubos eppendorfs e armazenado em freezer -80°C. A concentragdo de proteina foi
analisada pelo método de Bradford, ¥ utilizando as curvas de BSA Protein Standard

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrao.

2.8.1.3 Eletroforese em gel

Apos a quantificagdo da concentracdo proteica, as amostras das proteinas
foram diluidas em tampao Laemmli (Tris-HCL 240 mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%,
azul de bromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200mM). As amostras continham

50ug de proteinas totais e foram separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-
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Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética
foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris-HCL 240 mM pH 6,8,
poliacrilamida 30%, APS e Temed) e de resolugéo (Tris-HCL 240 mM pH 8,8,
poliacrilamida 30%, APS e Temed), na concentragdo de 6 a 10%, dependente do
peso molecular da proteina analisada. No primeiro pogo do gel foi aplicado um
padrao de peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) para identificacdo do tamanho das bandas. A corrida eletroforética foi
efetuada a 120V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por
aproximadamente 3-4 horas, com tampao de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e

SDS 1%).

2.8.1.4 Transferéncia e identificagao das proteinas

Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Armsham Biosciences) em sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) por 2-6 horas, utilizando-se tampao de transferéncia (Tris 25
mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Os sitios inespecificos de ligagéo
do anticorpo primario a membrana foram bloqueados mediante incubagdo com
solugéo a 0,5% de leite em p6 desnatado, dissolvido em 10 mL tampéo TBS-T pH
7,4 (Tris-HCI 20 mM, NaCl 137mM e detergente Tween 20 0,1%) por no minimo 2
horas a temperatura ambiente sob constante agitagdo. Em seguida, a membrana foi
incubada com o anticorpo primario diluido na solugdo bloqueadora, sob agitagao
constante por 12 horas. Apds a incubacdo com o anticorpo primario, a membrana foi
lavada trés vezes em solugdo basal e incubada com o anticorpo secundario em
solucdo bloqueadora por 2 horas sob agitacdo constante. Para remover o excesso

de anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em solugado basal. A
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imuno-detecgao foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de acordo

com as instrucbes do fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham

Biosciences, NJ-USA). Finalmente, as membranas de nitrocelulose foram analisadas

em fotodocumentador Gel Logic 6000 Pro (Carestream Health, Rochester, NY,

USA).

Anticorpos primarios

Serca?2 ATPase, mouse IgG1 (ABR,Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).
Concentragao recomendada pelo fabricante, 1: 2500.

Ryanodine Receptor, mouse 1gG1 (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO,
USA). Concentragao recomendada pelo fabricante, 1:5000.

Phospholamban, rabbit IgG (Abcam, Cambridge, MA, USA). Concentragao
recomendada pelo fabricante, 1:1000.

Phospho—Phospholamban (Ser16), rabbit (Badrilla, Leeds, West Yorkshire,
UK): Concentragcédo recomendada pelo fabricante, 1:5000.
Phospho—Phospholamban (Thr17), rabbit (Badrilla, Leeds-UK): Concentragao
recomendada pelo fabricante, 1:5000.

Calcium Channel, Voltage Gated Alpha 1C, rabbit (Chemicon International,
Temecula, CA, USA). Concentracdo recomendada pelo fabricante, 1:100.
Calsequestrin, mouse 1gG1 (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).
Concentragao recomendada pelo fabricante, 1:300.

Exchanger Na*/Ca®*, mouse IgG2b (Upstate, Lake Placid, NY, USA):

Concentragao recomendada pelo fabricante, 1:1000.

Anticorpo de normalizacdo
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e (-actin, Rabbit IgG1 (CELL SIGNALING, Danvers, MA, USA). Concentragcéo
recomendada pelo fabricante, 1:1000.

Anticorpos secundarios

Os anticorpos secundarios, conjugados a peroxidase (anti-mouse IgG ou anti-
rabbit IgG, Abcam, Cambridge, MA, USA) foram utilizados na titulagdo de 1:1000. Os
anticorpos primarios e secundarios foram testados em diferentes titulagdes, assim

como a solugéo bloqueadora e demais etapas metodoldgicas.

2.8.1.5 Quantificagao das proteinas

As analises quantitativas das bandas proteicas (blots) foram realizadas pelo

programa Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, EUA).

2.9 Analise estatistica

As variaveis analisadas foram expressas por meio de medidas descritivas de
posicdo e variabilidade e submetidas ao teste “t” de Student para amostras
independentes 9 A evolugdo semanal do peso corporal dos animais para
determinacdo do momento inicial da obesidade foi realizada pela andlise de
variancia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas para esquema de dois fatores
independentes e complementada com o teste de comparagbes multiplas de

(65,66

Bonferroni ). O nivel de significancia considerado para todas as variaveis foi de

5%.



3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagdao do momento inicial da obesidade

Apos a 32 semana de tratamento, foi possivel observar que o peso corporal

dos animais do grupo obeso estava significativamente maior que os do grupo

controle, sendo considerado o inicio da obesidade (Figura 3).

Peso Corporal {g)

400

300

200

100

Semanas

Figura 3. Evolucdo semanal do peso
corporal dos animais controle (n=18) e
obeso (n=19). Dados expressos em média
+ desvio-padrdo. Anadlise de variancia
(ANOVA) para o modelo de medidas
repetidas em grupos independentes e
complementada com o teste post-hoc de
Bonferroni.* p= 0,04 vs C.

3.2 Composicao dos grupos controle e obeso

Com a aplicacao do critério estabelecido para a composi¢cao dos grupos na

302 semana, apos o inicio da obesidade, foram excluidos sete animais do grupo

controle (C; n=18) e seis do grupo obeso (Ob; n=19).

—— controle

—a— obeso
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3.3 Perfil nutricional dos animais

O peso corporal inicial e final, 0 ganho de peso, o comprimento naso-anal, os
depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral, a gordura corporal total e
o indice de adiposidade foram maiores nos obesos em relagdo aos controles. Os
animais obesos ingeriram menor quantidade de ragdo que os controles, porém, a
eficiéncia alimentar foi maior nos animais obesos do que nos controle. As
concentragbes séricas de glicose, triglicerideos, colesterol total, LDL e NEFA
aumentaram nos obesos em relacdo ao controle. Nao houve diferenca estatistica na

ingestao caldrica e na HDL entre os grupos (Tabela 1).



Tabela 1. Perfil nutricional dos animais.

Grupos
Variaveis C (n=18) Ob (n=19) Valordep
PCI (g9) 260 £ 30 279 £ 25 =0,04
PCF (9) 467 + 52 541 + 68 < 0,001
CNA (cm) 27,3109 27,8+0,7 =0,03
Epididimal (g) 7,42 + 3,03 15,5+4,0 < 0,001
Retroperitoneal (g) 7,66 = 3,58 21,8 +6,8 < 0,001
Visceral (g) 552+2,16 11,4 £ 3,7 < 0,001
GCT (9) 20,6 £8,2 48,7 £ 13,3 < 0,001
indice de adiposidade (%) 4,52 +1,42 9,22 +1,54 < 0,001
Ingestao alimentar (g) 242+ 2,1 19,8 +1,9 < 0,001
Ingestao calérica (kcal) 71,3+6,2 72,1+£6,9 =0,69
Eficiéncia alimentar (%) 1,38 £ 0,16 1,72+ 0,19 < 0,001
Glicose (mg/dL) 104 £ 12 114 £ 12 =0,01
Triglicerideos (mg/dL) 46,7 + 18,2 72,7 £25,4 = 0,001
Colesterol total (mg/dL) 68,0+ 13,4 78,2+145 =0,04
HDL (mg/dL) 25139 271247 =0,17
LDL (mg/dL) 24043 27,7+54 =0,03
NEFA (mmol/L) 0,42 +0,08 0,51 +0,11 = 0,02

Dados expressos em média + desvio padrao. C: controle; Ob: obeso; PCI: peso corporal
inicial; PCF: peso corporal final; CNA: comprimento naso-anal; GCT: gordura corporal
total; HDL.: lipoproteina de alta densidade; LDL.: lipoproteina de baixa densidade; NEFA:
acidos graxos livres nao-esterificados; n=14 para os grupos C e Ob. Teste “t” de Student
para amostras independentes.

3.4. Pressao arterial sistélica

A presséao arterial sistolica final foi significantemente maior no grupo obeso

em relagao ao controle (Figura 4).
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Figura 4. Pressdo arterial sistdlica final
dos animais controle, (n=18) e obeso,
(n=19). Dados expressos em meédia +
desvio-padrdo. Teste “t” de Student para
amostras independentes. * p=0,009 vs C.

3.5 Perfil glicémico

A Figura 5 mostra o resultado do teste de tolerancia a glicose, que foi maior no grupo

obeso em relacao ao controle.

30000 A

25000 A

20000 A

15000 1

Area glicémica

10000 1

5000 A

Cc Ob

Figura 5. Area glicdmica, obtida no
teste de tolerancia a glicose, realizado
nos animais controle (n=18) e obeso
(n=19). Dados expressos em média +
desvio-padrdo. Teste “t* de Student
para amostras independentes.*p<
0,001 vs C.
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3.6 indice de resisténcia a insulina

A Figura 6 mostra o resultado do indice HOMA-IR dos grupos C e Ob. Os

animais Ob apresentaram maior indice HOMA-IR em relagéo ao C.

Figura 6: indice HOMA-IR dos animais
controle (n=15) e obeso (n=14). Dados
expressos em média * desvio-padrao.
Teste “t” de Student para amostras
independentes. * p=0,02 vs C.

3.7 Perfil hormonal: insulina e leptina

Os horménios séricos, insulina e leptina, foram maiores no grupo obeso em

relacdo ao controle (Figura 7 e 8).

207
154

101

Insulina ng/m L
*

Cc Ob

Figura 7. Nivel de insulina nos
animais controle (n=14) e obeso
(n=15). Dados expressos em média *
desvio-padrdo. Teste “t” de Student
para amostras independentes. *p=
0,03 vs C.
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Figura 8. Nivel de leptina nos animais controle
(n=14) e obeso (n=11). Dados expressos em
média + desvio-padrdo. Teste “t” de Student
para amostras independentes. * p<0,001 vs C.

3.7 Perfil macroscoépico cardiaco post mortem

A obesidade n&o acarretou alteragao estrutural no coragao (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil macroscoépico cardiaco post mortem

Grupos

Variaveis C (n=18) Ob (n=19) Valor de p =
Coracao (g) 1,06 £ 0,12 1,09+ 0,10 0,38
Tibia (cm) 4,23 +0,12 4,31+0,19 0,16
VE (g) 0,78+ 0,10 0,79 £ 0,07 0,57
VD (g) 0,20 £ 0,02 0,21 £ 0,03 0,46
AT (9) 0,08 £ 0,01 0,09 £ 0,02 0,07
VE/Tibia 0,184 + 0,023 0,184 + 0,015 0,94
VD/Tibia 0,048 + 0,007 0,048 + 0,005 0,79

Dados expressos em média + desvio padrdo. C: controle; Ob: obeso; VE: ventriculo
esquerdo; VD: ventriculo direito; AT: atrio; VE/Tibia: relagdo do peso do ventriculo
esquerdo pela tibia; VD/Tibia: relagdo do peso do ventriculo direito pela tibia. Teste
“t” de Student para amostras independentes.

3.8 Expressao das proteinas do transito de calcio
A Figura 9 mostra os resultados obtidos na quantificacdo da proteina

SERCA2a, nos animais dos grupos controle e obeso. Nao houve diferenca



significante entre os grupos.

Serca2a/Beta-actina
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Figura 9. Expressao proteica da bomba de
calcio do reticulo sarcoplasmatico
(SERCA2a) no miocardio dos animais
controle (n=6) e obeso (n=6), normalizados
pela B-actina (controle interno). Dados
expressos em media + desvio padrao.
Teste “t” de Student para amostras
independentes. *p=0,61 vs C.
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A Figura 10 e 11 mostram que nao houve diferenga significante entre os

grupos controle e obeso para RYR e CSQ.

Rianodina/Beta-actina

-— == == == RYR

'- - — — B'aCtina

1.5 1

1.0 1

0.5 -

0.0-

Cc Ob

Figura 10. Expressdo proteica do
receptor rianodina (RYR) no miocardio
dos animais controle (n=6) e obeso
(n=6), normalizados pela [-actina
(controle interno). Dados expressos em
média + desvio padrdo. Teste ‘t” de
Student para amostras independentes.
*p=0,19 vs C.
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Figura 11. Expressédo proteica da
calsequestrina (CSQ) no miocérdio
dos animais controle (n=6) e obeso
(n=6), normalizados pela B-actina
(controle interno). Dados expressos
em média * desvio padrdo. Teste “t”
de Student para amostras
independentes. *p=0,62 vs C.

As Figuras 12, 13 e 14, respectivamente, mostram os resultados obtidos na
expressao proteica da PLB, PLB Ser 16 e PLB Thr 17 dos grupos controle e obeso.

Nao houve diferenca significante entre os grupos.

Al Ll ] PLB
s [ B-actina

o 151

= ——

¢

% 1.0 7

E‘ 0.5-

G

= 0.0 2

Cc Ob

Figura 12. Expressdo proteica da
fosfolambam (PLB) no miocardio dos
animais controle (n=6) e obeso (n=6),
normalizados pela B-actina (controle
interno). Dados expressos em média +
desvio padrdo. Teste ‘t” de Student
para amostras independentes. *p=
0,71 vs C.



41

o &&8 rBseri6
B—— P— B-actina
_g 2.0 1 —_—
£ 151
n 7
% 1.0 //
2 05 /
m /
E 00- T %
C Ob
Figura 13. Expressdo proteica da
fosfolambam serina 16 (PLB ser 16)
no miocardio dos animais controle
(n=6) e obeso (n=6), normalizados
pela B-actina (controle interno). Dados
expressos em média + desvio padrao.
Teste “t” de Student para amostras
independentes. *p=0,42 vs C.
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Figura 14. Expressdo proteica da
fosfolambam thr 17 (PLB thr 17) no
miocardio dos animais controle (n=6) e
obeso (n=6), normalizados pela B-actina
(controle interno). Dados expressos em
média + desvio padrdo. Teste ‘“t” de
Student para amostras independentes.
*p=0,58 vs C.

A Figura 15 mostra o resultado obtido na expressao proteica do Canal L nos

animais controle e obeso. Nao houve diferenca significante entre os dois grupos.
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Figura 15. Expressdo proteica do
canal de calcio do tipo L (Canal L) no
miocardio dos animais controle (n=6)
e obesos (n=6), normalizados pela B-
actina (controle interno). Dados
expressos em média + desvio padréo.
Teste “t” de Student para amostras
independentes. *p=0,10 vs C.

A Figura 16 mostra o resultado obtido na expressao proteica do NCX nos

animais controle e obeso. Nao houve diferenga significante entre os dois grupos.
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Figura 16. Expressdo proteica do
trocador Na'/Ca®* sarcolemal (NCX)
no miocardio dos animais controle
(n=6) e obesos (n=6), normalizados
pela B-actina (controle interno). Dados
expressos em média + desvio padrao.
Teste ‘t” de Student para amostras
independentes. *p=0,47 vs C.
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A Tabela 3 resume os valores de p encontrados no trabalho, em relacdo as

proteinas relacionadas com o transito de calcio.

Tabela 3. Valores de p para as proteinas cardiacas

Proteinas Valor de p
Canal L 0,10
RYR 0,19
NCX 0,47
PLB ser 16 0,42
PLB thr 17 0,58
SERCA2a 0,61
csQ 0,62
PLB 0,71

Canal L: canal de calcio do tipo L; RYR: receptor de
rianodina; NCX: trocador Na*/Ca®" sarcolemal; PLB ser
16: fosfolambam serina 16; PLB thr 17: fosfolambam
treonina 17; SERCA2a: bomba de calcio do reticulo
sarcoplasmatico; CSQ: calsequestrina e PLB:
Fosfolambam total.
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4. DISCUSSAO

4.1 Momento inicial da obesidade

Pesquisadores que utilizam modelo experimental de obesidade por dieta ndo
identificam o momento da diferenga entre os grupos estudados, em relagéo ao tecido
adiposo; apenas mostram quando a dieta promove diferenca no peso corporal entre
0s grupos, e nao identificam se o aumento da massa corporal esta associado a

e 78 Neste estudo a dieta hiperlipidica acarretou

elevagao do indice de adiposidad
obesidade a partir da 3% semana de tratamento; o peso corporal foi maior nos
animais Ob em relagcdo ao C. Pesquisas anteriores mostraram que o aumento do

peso corporal esta associado a elevagdo da gordura corporal total ¢'47).

4.2 Constituicao dos grupos controle e obeso

Modelos experimentais de obesidade sao utilizados para mostrar o efeito do
excesso de tecido adiposo sobre diferentes 6rgaos. Em experimentos biolégicos néo
€ assegurado uma resposta homogénea; por essa razdo em “MATERIAL E
METODOS” foi descrito um critério de classificacdo dos grupos com o objetivo de
identificar os animais que se tornaram verdadeiramente obesos. Apds o0 uso desse
critério foram descartados 7 animais do grupo controle resultando em C=18 e 6 ratos
do grupo obeso originando Ob=19. A aplicacdo deste método possibilitou grupos
mais homogéneos em relagcédo ao grau de adiposidade. Estes resultados obtidos séo

similares aos publicados anteriormente por nosso grupo ¢':3%69
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4.3 Dieta hiperlipidica e perfil nutricional

A dieta hiperlipidica utilizada foi rica em acidos graxos saturados laurico
(30%), miristico (11%) e palmistico (12%) (Anexo 1), com alto teor energético de
3,85 Kcal/g, quando comparado com a normolipidica, 3,10 Kcal/g. A dieta foi
eficiente em promover obesidade, pois o peso, a gordura corporal total e o indice de
adiposidade dos animais obesos foram significantemente maiores do que os
controles; estes dados estdo de acordo com alguns autores (223547,

A dieta hiperlipidica promove menor saciedade e consequentemente maior
ingestao alimentar, porém, neste estudo a ingestdo foi menor no grupo obeso em
relagdo ao controle ®7?. Esse experimento mostra que embora animais obesos
tenham ingerido menor quantidade de alimento ou semelhantes calorias, € possivel
mesmo com igual quantidade de ingestdo alimentar e caldrica, ocorrer obesidade
('® Dietas com alta quantidade de gordura podem aumentar a eficiéncia alimentar
devido ao baixo efeito térmico dos lipidios para serem metabolizados (1® Os acidos

graxos que nao sao utilizados para produgao de energia, sdo depositados na forma

de triglicerideos nos adipocitos.

4.4 Comorbidades

A obesidade pode acarretar comorbidades cardiovasculares, metabdlicas e

hormonais, como referido anteriormente no item MATERIAL E METODOS. O teste
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de toleréncia a glicose mostrou que os animais obesos apresentaram areas
glicémicas maiores que os ratos controle; além disso, também foram aumentados os
niveis séricos de insulina e HOMA-IR, mostrando que a obesidade promoveu
intolerancia a glicose, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina.

A insulina possui papel fundamental na regulagédo do metabolismo da glicose
e dos lipidios, aumentando a sintese e atenuando a liberagédo de triglicerideos das
células adiposas. A resisténcia a acdo da insulina ocorre quando o0s niveis
circulantes normais deste horménio sao insuficientes para regular o processo de
captacdo de glicose pela célula ("3 Nesta condicdo, as células B do pancreas
tendem a secretar quantidades maiores de insulina, hiperinsulinemia, aumentando a
captacao de glicose, procurando evitar a hiperglicemia (™) A resisténcia a acao da
insulina pode ser provocada por modificagdes nos receptores, na afinidade e na via

(75

de sinalizacdo da insulina ). Os resultados desse estudo estdo de acordo com

diversos autores (21357678,

A dislipidemia observada neste estudo foi caracterizada pelos niveis elevados
de TG, LDL, CT e NEFA. O aumento do TG foi, provavelmente, devido a maior
ingestdo alimentar desse lipidio, desde que as dietas hiperlipidica contem

s (/980 gsantos et al enfatiza que a ingestdo de

aproximadamente 95% de triglicéride
acidos graxos saturados esta fortemente correlacionada com os niveis de colesterol

@1, Os acidos graxos saturados, na sua maioria, aumentam os niveis séricos das
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lipoproteinas, principalmente as de baixa densidade (LDL) ®?%® O aumento do
NEFA do rato obeso pode estar associado com a maior capacidade de liberagao ou
menor capacidade de captacédo dos acidos graxos pelos adipocitos. Os resultados
estdo em concordancia com pesquisadores 78,

Nesse trabalho os ratos obesos apresentaram hiperleptinemia. A leptina é
secretada por adipdocitos e age no sistema nervoso central modulando a ingestéo

84-86) As concentragoes de

alimentar, o balango energético e a oxidagao de lipidios (
leptina estdo correlacionadas com a gordura corporal, influenciando tanto a
lipogénese quanto a lipdlise ("2 Apos a sua producdo, a leptina é excretada para a
corrente sanguinea, cruza a barreira hemato-encefélica, através de um transporte
ativo, e no cérebro estimula ou inibe a liberagdo de varios neurotransmissores,
diminuindo o apetite e aumentando o gasto energético estimulando o sistema

6789 A hiperleptinemia, encontrada em pessoas obesas, é

nervoso simpatico
atribuida a alteragdes no receptor de leptina ou a uma deficiéncia em seu sistema de
transporte na barreira hemato-encefalica, fenbmeno denominado resisténcia a
leptina #8980 O gumento da leptina nos ratos obesos esta de acordo com a
literatura @1:376.78),

Nesse trabalho foi constatado aumento na PAS do grupo obeso, o que difere

22,47

de pesquisas com animais obesos por dieta hiperlipidica ®**”. Os mecanismos

responsaveis pela alteracdo da pressao arterial incluem a hiperatividade do sistema
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nervoso simpatico, aumento da atividade do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAAS) e estresse oxidativo, que pode resultar em vasoconstricdo
periférica, aumento da reabsor¢ao renal de sddio e melhoria da fungao cardiaca.
Essa suposicdo encontra suporte na literatura que mostra que a obesidade esta
associada com aumento dos niveis das catecolaminas, sistema renina-angiotensina-
aldosterona e presenca do stress oxidativo (16:27:50.67.91)

A analise macroscopica post mortem mostrou que 0s animais nao
desenvolveram remodelagao cardiaca avaliada pelos pesos dos ventriculos e atrios,
e a suas relagcdes com a tibia. Esses dados estdo de acordo com o trabalho de
Tomaz et al "®, e em discordancia com outros autores como Lima-Leopoldo et al ?".
Entretanto, € importante ressaltar nos trabalhos citados anteriormente, que a
obesidade foi induzida por acidos graxos insaturados. Embora existam discordancias

dos dados, Oliveira-Junior e et (9

observaram que ratos obesos, por dieta
hiperlipidica insaturada (70%) e saturada (30%) por 20 semanas, apresentaram
aumento do volume do nucleo, e nio alteragdo do tamanho do cardiomidécito; esses
investigadores mostraram que houve uma associagao entre a variagdo do tamanho
nuclear e a taxa de gordura saturada.

O principal objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da obesidade por dieta

saturada sobre a quantidade de proteinas relacionadas com o transito de calcio. Os

resultados da analise estatistica dos dados mostram que né&o foi possivel constatar
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diferengas significantes entre os grupos controles e obesos. Os niveis descritivos
dos testes realizados indicam que a obesidade pode promover efeito diferenciado
sobre a expressdao das proteinas estudadas. Para algumas variaveis foram
destacados os valores de p; por exemplo, o do Canal L que apresentou um p=0,10,
que embora nao significante, foi muito inferior em relagdo ao da PLB, que expressou
um p=0,71. Enquanto o Canal L mostrou uma variagdo absoluta de 0,3,
correspondente a uma reducao de 30% do obeso em relacdo ao controle, a PLB
teve uma queda de 4%. Essa diferenga de comportamento das proteinas sugere que
as adipocinas ou as comorbidades produzidas pelo tecido adiposo atuam,
biologicamente, de maneira diferenciada sobre as proteinas analisadas. A reviséo
bibliografica ndo adicionou informagdes que permitem avaliar qual(ais) seria(m) o(s)
possivel(is) mediador(es), que ativaria(m) o(s) fator(es) transcricional(is)
responsavel(is) pela sintese proteica, o que possibilitaria inferir a razao da diferenga
de comportamento desses polipeptidios. E importante lembrar que as concentragdes
das proteinas sao resultantes da produgao e degradacgao; portanto ndo podemos
afastar que a postura dos valores relativos observados podem nao ter sido somente
consequente a sintese, mas também ha um processo de degradacéo, mais evidente
em determinados polipeptidios. Em razdo do comportamento diferenciado das
proteinas frente a obesidade, pode-se inferir que o controle da produgao e/ou da

degradacao dos polipeptidios nesta patologia, € possivelmente diferenciado em
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relacdo a cada uma das proteinas estudadas. Esses achados abrem perspectivas de
futuros estudos, no sentido de visualizar os fatores envolvidos no controle
transcricional das proteinas ou na degradagdo, o0 que poderia ajudar na
compreensao do metabolismo proteico.

Os dados da literatura sao restritivos no estudo da relacido obesidade por
dieta saturada-coragao-proteinas do transito de calcio. Relling et al (18) utilizando
ratos Sprague—Dawley submetidos a uma dieta hiperlipidica observou aumento da
expressao proteica SERCA2a, PLB e diminuicdo da PLB fosforiladas; esses autores
nao especificaram o tipo de dieta utilizada, saturada ou insaturada. Lima-Leopoldo et

al (21)

, utilizando dieta hiperlipidica insaturada por 30 semanas em ratos Wistar,
constataram diminuicao da PLB ser 16 e ndo encontraram alteragdes da SERCAZ2a,
Canal L, PLB, PLB thr 17 e CSQ. Esses trabalhos se contrapdem ao de Freire et al
(39 que, usando a mesma metodologia, ndo observaram alteragdo na PLB ser 16.

Dincer et al ©?

analisando cdes apresentando sindrome metabdlica em condigao
pré-diabética resultante de uma racdo canina industrializada e enriquecida com
banha de porco nao encontraram diferengas significativas na RYR e RYR fosforilada.
Lin et al ®® encontraram redugdo do canal L em ratos Zucker obesos. Minhas et al
®7) encontraram um aumento da SERCA2a e diminuicdo da PLB fosforilada nas

proteinas envolvidas no acoplamento excitagdo-contracédo de Ca®* em camundongos

ob/ob.
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5. CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho mostram que a obesidade por dieta hiperlipidica

saturada ndo promove alteragao significante nos niveis das proteinas relacionadas

com o transito de calcio miocardico, contrariando a hipotese do trabalho.
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Anexo 1. Perfil de acidos graxos (%)

Racgoes
Acidos graxos Normolipidica Hiperlipidica
Caproico (c6:0) 0,11 0,13
Caprilico (c8:0) 1,99 2,18
Caprico (c10:0) 2,12 2,32
Undecanoico (c11:0) 0,02 0,02
Laurico (c12:0) 30,81 33,73
Tridecanoico (¢c13:0) 0,04 0,04
Miristico (c14:0) 11,06 12,10
Pentadecanoico (¢15:0) 0,01 0,00
Palmitico (c16:0) 11,95 11,18
Heptadecanéico (c17:0) 0,04 0,02
Estearico (c18:0) 2,89 2,66
Araquidico (c20:0) 0,24 0,22
Behénico (c22:0) 0,12 0,12
Tricosandico (c13:0) 0,02 0,01
Lignocérico (c24:0) 0,08 0,07
Palmitoléico (c16:1) 0,04 0,02
Heptadecenoico17:1) 0,02 0,01
Oléico (c18:1n9c) 19,48 20,71
Cis-vacénico (c18:1n7) 0,49 0,33
Linoléico (c18:2n6c¢c) 16,69 12,95
a-Linolénico (c18:3n3) 1,67 1,05
Eicosanoico (c20:1n9) 0,10 0,11
Acidos Graxos Saturados 61,52 64,81

Acidos Graxos Insaturados 38,48 35,19




