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O cientista ndo é o homem que fornece as verdadeiras respostas;

é quem faz as verdadeiras perguntas.

(Claude Lévi-Strauss)
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EPIGRAFE

“Embora ninguém possa voltar atrds e
fazer um novo comego ...

qualgquer um pode recomecar agora e
fazer um novo fim !”

(Chico Xavier)



RESUMO

A obesidade, doenca cronica metabolica caracterizada pelo acimulo excessivo de tecido
adiposo em relacdo a massa magra tecidual, ¢ considerada uma epidemia global e um
importante problema de satde publica, que afeta tanto paises desenvolvidos quanto
subdesenvolvidos. O adipécito recebe influéncia de diversas substancias e secreta inlimeros
peptideos, como leptina, angiotensina I e II, TGF-B, entre outros, que atuam diretamente ou
indiretamente no sistema cardiovascular. Assim, o tecido adiposo ndo ¢ simplesmente um
reservatorio de energia, mas um ativo 6rgdo enddcrino, paracrino e autdcrino com multiplas
funcdes, capaz de sintetizar e liberar mediadores que participam de diversos processos
bioldgicos, incluindo os que ocorrem no coragdo. O coragdo ¢ composto por midcitos, nervos,
vasos e matriz extracelular. O principal componente da matriz ¢ o coldgeno, com predominio
dos tipos I e III, sendo que, o tipo I é o mais abundante, correspondendo & aproximadamente
80% do colageno total miocardico. O colageno ¢ produzido, principalmente, pelos
fibroblastos e degradado pelas metaloproteinases (MMPs). O coldgeno, em situacdo estavel,
contribui para a manuten¢do da arquitetura e fungdo cardiaca; entretanto, em resposta a
estimulos desencadeados por agentes neuro-hormonais e/ou mecanicos, pode sofrer
alteragdes; esta mudanga pode ser resultante do aumento da sintese e/ou diminui¢do da
degradacdo ou vice-versa. Em pesquisa recente realizada em nosso laboratorio foi encontrado
diminui¢do dos niveis protéicos de colageno tipo I miocardico em ratos Wistar obesos, por
dieta hiperlipidica insaturada por 30 semanas, em relagdo ao grupo controle. Em razdo, dos
resultados encontrados em nosso laboratério e da literatura mostrar que a leptina aumenta a
atividade das MMP-2 e a sintese da expressao génica da MMP-9, a proposta deste estudo foi
testar a hipotese que a reducdo do colageno tipo I miocéardico estd associada ao aumento da
atividade das MMPs 2 e 9 em ratos obesos por dieta hiperlipidica insaturada. Ratos Wistar
machos, com 30 dias, foram randomizados em dois grupos: controle(C; n=25) e obeso (Obj;
n=25). Os ratos C receberam ragao padrao para roedores e os Ob um ciclo de quatro racdes
hiperlipidicas por 30 semanas. A obesidade foi definida pelo indice de adiposidade, calculada
pela somatodria dos depositos epididimal, retroperitoneal e visceral. Foram avaliados os perfis
nutricionais e metabdlicos. O processo de remodelacdo cardiaca foi analisado por meio de
estudos estruturais e moleculares; a hipertrofia foi avaliada post mortem por andlise
macroscopica e a molecular foi realizada por meio de analises do colageno tipo I, leptina e

inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) através da técnica de Western Blot e a



atividade das MMP-2 e 9 por Zimografia. Os dados foram expressos por meio de medidas
descritivas de posi¢do e variabilidade e submetidos ao teste t” de Student para amostras
independentes, com exce¢do da evolucao semanal do peso corporal entre os grupos que foi
realizada pela andlise de varidncia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas,
complementada com o teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. As associagdes entre
determinadas varidveis analisadas foram realizadas pelo teste de correlacdo de Pearson. O
nivel de significancia considerado para todas as variaveis foi de 5%. Os animais Ob
apresentaram peso corporal final, gordura corporal total e indice de adiposidade maiores em
relacdo ao C. Foram visualizadas algumas comorbidades frequentemente associadas com a
obesidade experimental, como intolerdncia a glicose, hiperinsulinemia, hiperleptinemia e
hipertensao arterial sistémica. A obesidade promoveu diminui¢do da expressao proteica do
colageno tipo I, dos TIMPs 1 e 2, aumento da atividade das MMPs 2 e 9 e da leptina cardiaca.
A andlise de associagdo mostrou correlagdo significativa entre coldgeno tipo I e MMP-2,
colageno tipo I e MMP-9, MMP-2 ¢ leptina, MMP-9 e leptina, TIMPs 1,2 ¢ MMP-2, MMP-9
e TIMP 1, e TIMP 1 e leptina. Em conclusao, a hipotese deste trabalho foi confirmada, pois a
reducdo do colageno tipo I cardiaco esta associada ao aumento da atividade das MMPs 2 e 9

em ratos obesos por dieta hiperlipidica insaturada.

Palavras-chave: obesidade, dieta hiperlipidica insaturada, colageno tipo I, MMP-2, MMP-9,

coragao, rato.



ABSTRACT

Obesity is a chronic metabolic disorder characterized by excessive adipose tissue
accumulation in relation to lean tissue. Currently, it is a global epidemic and a major public
health problem that affects both developed as well as undeveloped countries. The adipocyte
receives influence of several substances and secretes numerous peptides, such as leptin,
angiotensin I and II, TGF-B, among others, that act directly or indirectly on the cardiovascular
system. Thus, adipose tissue is not simply an energy reservoir, but an active endocrine,
paracrine and autocrine organ with multiple functions, able to synthesize and release
mediators that participate in many biological processes, including those that occur in the
heart. The heart is composed of myocytes, nerves, vessels and extracellular matrix. The main
component of matrix is collagen, predominantly type I and III, being type I the most
abundant, corresponding to approximately 80% of total myocardial collagen. Collagen is
mainly produced by fibroblasts and degraded by metalloproteinases (MMPs). Collagen, in a
stable condition, contributes to the maintenance of cardiac architecture and function, however,
in response to stimuli triggered by neuro-hormonal and/or mechanical agents, it may change,
and this change can be due to increased synthesis and/or decreased degradation, or vice versa.
In recent research conducted in our laboratory, we found decreased protein levels of
myocardial type I collagen in obese Wistar rats by unsaturated high-fat diet for 30 weeks. Due
to the results found in our laboratory and because the literature shows that leptin increases
MMP-2 activity and MMP-9 gene expression, the purpose of this study was to test the
hypothesis that the reduction of myocardial type I collagen is associated with increased
MMPs 2 and 9 activities in obese rats by unsaturated high-fat diet. Thirty-day-old male
Wistar rats were randomized into to two groups: control (C; n=25) and obese (Ob; n=25). The
C group was fed a standard diet and the Ob group was fed cycles of four high-fat diets for 30
weeks. Obesity was characterized by the adiposity index, calculated by the sum of the
epididymal, retroperitoneal and visceral deposits. The nutritional and metabolic profiles were
evaluated. The cardiac remodeling process was analyzed by structural and molecular studies;
the hypertrophy was assessed post-death by macroscopic analysis and the molecular analysis
of type I collagen, leptin and tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) proteins
expression was performed by Western Blot and the MMP-2 and 9 activities were performed
by zymography. Data were expressed in mean + standard deviation and submitted Student's t-

test for independent samples, except for the weekly evolution of body weight between groups



was performed by analysis of variance (ANOVA), complemented by Bonferroni's posthoc
test. The associations between certain variables were performed by Pearson’s correlation test.
The significance level for all variables was 5%. The Ob animals showed increased final body
weight, total body fat and adiposity index compared to C. Some comorbidities often
associated with experimental obesity, such as glucose intolerance, hyperinsulinemia,
hyperleptinemia and hypertension, were observed. Obesity promoted reduction of type I
collagen, and TIMPs 1 and 2 protein expression, and it increased the activity of MMPs 2 and
9 and cardiac leptin. The analysis of association showed significant correlation between type I
collagen and MMP-2, type I collagen and MMP-9, MMP-2 and leptin, MMP-9 and leptin,
TIMPs 1,2 and MMP-2, MMP-9 and TIMP 1, and TIMP 1 and leptin. In conclusion, the
hypothesis of this study was confirmed as the reduction of type I collagen is associated with

increased activity of MMPs 2 and 9 in obese rats by unsaturated high-fat diet.

Keywords: obesity, unsaturated high-fat diet, type I collagen, MMP-2, MMP-9, heart, rat.
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1- INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma doenca cronica metabodlica caracterizada pelo acimulo excessivo
de tecido adiposo em relacdo a massa magra tecidual. Atualmente ¢ considerada uma
epidemia global e importante problema de satide publica, que afeta paises desenvolvidos e
subdesenvolvidos" ™. O numero de individuos com sobrepeso vem crescendo mundialmente,
representando mais de um bilhdo de pessoas, sendo que, mais de 30% desta populacdo ¢
obesa®. Segundo a Pesquisa de Orgamentos Familiares do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica®, aproximadamente 40 milhdes de pessoas no Brasil apresentam sobrepeso e,
deste grupo, 10,5 milhdes sdo obesos. A previsdo ¢ que 35% da populacdo adulta brasileira
serd obesa em 2025, refletindo-se no aumento de custos e cuidados para a saude publica.

A obesidade esta associada com o aumento do risco de mortalidade, reducao na

(7-11)

expectativa de vida e numerosas co-morbidades como diabetes mellitus tipo II, resisténcia

a insulina, dislipidemias e doengas respiratorias, digestivas, osteoarticulares, renais cronicas,
psicologicas, ginecoldgicas, canceres, inflamatérias e cardiovasculares® >,

Os mecanismos fisiopatologicos que levam a obesidade podem ser desencadeados pela
interagdo de diversos fatores, entre eles, genéticos, psicologicos e ambientais, como o
sedentarismo e os habitos alimentares. O aumento do consumo de energia, a diminui¢do do
gasto energético ou a combinacdo de ambos tém levado a um balango caldrico positivo com
aumento do peso corporal, consequente ao aumento do numero e/ou tamanho dos
adipocitos!>'?).

O adipocito recebe influéncia de diversas substancias, como insulina, cortisol,
catecolaminas, glucagon, hormonios tireoidianos; e secreta inimeros peptideos, como leptina,

renina, angiotensina [ e II, TNF-a, TGF-B, entre outros, que atuam diretamente ou

indiretamente no sistema cardiovascular. Assim, o tecido adiposo ndo ¢ simplesmente um
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reservatorio de energia, mas um ativo 6rgao endocrino, paracrino e autdcrino com multiplas
fungdes, capaz de sintetizar e liberar mediadores que participam de diversos processos
biologicos, incluindo os que ocorrem no coragdo'' '),

O coragdo ¢ composto por midcitos, nervos, vasos € matriz intersticial; o principal
componente da matriz ¢ o colageno, com predominio dos tipos I e III, sendo que, o tipo I
corresponde aproximadamente a 80% do coldgeno miocardico total®”. O colageno, em
situagdo estavel, contribui para a manutengao da arquitetura e fungao cardiaca®?.

O colageno ¢ produzido principalmente pelos fibroblastos; para sua sintese (Figura 1),
as cadeias polipeptidicas individuais de coldgeno, denominadas de pré-pro-colagenos,
sintetizadas pelos ribossomos, ligados as membranas do reticulo endoplasmatico (RE), sdo
liberadas para o seu limen, denominados neste momento, de pro- cadeia o. Esses precursores
ndo possuem somente pequenos peptideos-sinal aminoterminais, necessarios para direcionar o
polipeptideo nascente para o RE, mas também, aminoacidos adicionais denominados pro-
peptideos nas extremidades N e C terminais. No limen do RE, prolinas e lisinas selecionadas
sdo hidroxiladas para formar hidroxiprolina e hidroxilisina, e algumas das hidroxilisinas sdo
glicosiladas. Cada pro6- cadeia a combina-se com outras duas para formar uma molécula
helicoidal de trés fitas, ligadas por pontes de hidrogénio, denominadas de pro-colageno, que
serdo posteriormente secretadas para o meio extracelular. Apds esta secregdo, 0s pro-
peptideos das moléculas de pro-colageno fibrilares sdo removidos por enzimas proteoliticas
especificas, possibilitando a conversdo das moléculas de pro-colageno em moléculas de
colageno, as quais se reunem no espago extracelular para formar uma fibrila de colageno bem
maior; posteriormente, elas sdo reforgadas pela formacdo de ligacdes covalentes cruzadas,
inter e intramolecular, entre as lisinas das moléculas de colageno. A agregagao das fibrilas de

i . . .. , 22
colageno em feixes maiores, originam uma fibra de colageno' ),
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Figura 1: Eventos intra e extracelulares envolvidos na formagéo da fibrila de colageno.
Fonte: Adaptado de Alberts B.; 2010, p. 1188.

Os componentes da matriz extracelular sdo degradados por enzimas proteoliticas,
denominadas proteases, que agem proximo as células produtoras destas proteinas. As enzimas
mais abundantes sdo as metaloproteinases de matriz (MMPs), as quais dependem da ligagdo
de Ca”*" ou Zn”" para se tornarem ativas. Foram identificadas mais de 20 tipos diferentes de
MMPs®?, as quais sao classificadas em 5 grandes grupos de acordo com a especificidade do
substrato e a sua homologia interna: colagenases (MMP- 1, 8, 13 e 18), gelatinases (MMP-2 e
9), estromelisinas (MMP - 3, 10 e 11), tipo-membrana (MT-MMP 1 a 4, 14 a 17) e a
matrilisina (MMP- 7).

Varios mecanismos atuam para assegurar que a degradacdo dos componentes da
matriz pelas MMPs sejam precisamente controlados; os principais sdo: ativacdo local,
confinamento por receptores de superficie celular e secrecdo de inibidores, incluindo os
inibidores de tecidos de metaloproteinases (TIMPS)(ZZ). Hé quatro tipos mais conhecidos de

TIMPs: 1, 2, 3 e 4, dos quais o TIMP-1 e TIMP-2 sdo os mais caracterizados®.
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O colageno, em resposta a estimulos desencadeados por agentes neuro-hormonais e/ou

A ~ (21, 25:28),
mecanicos, pode sofrer alteracdes ; esta mudanga pode ser resultante do aumento da
sintese e/ou diminui¢cdo da degradacdo ou vice-versa. Diversos trabalhos tém analisados os
colageno tipo I e/ou III, em diferentes tecidos e modelos experimentais de obesidade'® .
Entretanto, ha escassa informagdo sobre o comportamento desses tipos de colageno no
coragdo, em animais obesos por dieta hiperlipidica; estudo utilizando coelhos obesos por dieta

hiperlipidica durante 12 semanas, observou aumento de colageno tipo I e III cardiaco®.

Em pesquisa recente realizada em nosso laboratorio, Silva et al®®

mostraram que ratos
Wistar obesos, por dieta hiperlipidica insaturada por 30 semanas, apresentaram menores
niveis protéicos de colageno intersticial tipo I miocardico em relagdo ao grupo controle; os
autores ndo encontraram alteragdes do coldgeno III entre os grupos.

Em razdo, dos resultados encontrados por Silva et al e da literatura mostrar que a
leptina aumenta a atividade da MMP-2°"%" ¢ a expresséo génica da MMP-9“4'*?) 3 proposta

deste estudo foi testar a hipdtese que a redugdo do coldgeno tipo I miocardico esta associada

ao aumento da atividade das MMPs 2 e 9 em ratos obesos por dieta hiperlipidica insaturada.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1- Animais

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com 30 dias de idade,
provenientes do Biotério do Laboratorio Experimental do Departamento da Clinica Médica,
Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP,
Sao Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos no biotério de origem sob as seguintes
condi¢des: 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
iluminagdo 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”™?,

2.2- Protocolo Experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissio de Etica Experimental em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

Os ratos foram randomizados em dois grupos: tratados com dietas normocaldrica (DN,
n= 25) ou hipercaldrica (DH, n= 25). Os ratos DN receberam racao padrao para roedores (RC
Focus 1765, Agroceres®, Rio Claro, Sao Paulo, Brasil) e os DH ciclos de quatro ragdes
hiperlipidicas (RC Focus 2413, 2414, 2415 e 2416, Agroceres®, Rio Claro, Sao Paulo, Brasil),
que se sucederam de forma rotativa, por um periodo de 34 semanas. Os ratos DN e DH
receberam 50 g de rag@o e apoOs 24 horas a quantidade ndo ingerida foi mensurada. A oferta de

agua foi ad libitum.
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As ragdes idealizadas no Laboratorio Experimental de Musculo Papilar Isolado do
Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, foram

adaptadas a partir de modelo dietético utilizado anteriormente pelo grupo™®.

2.2.1- Composicao das ragoes padrao e hiperlipidica

A racdo padrao RC Focus 1765 foi composta pelos seguintes ingredientes: fosfato
bicalcico, oleo de soja degomado, cloreto de sdédio, milho moido, aditivo antioxidante, farelo
de soja, farelo de trigo, farinha de carne e ossos, farinha de peixe, suplemento mineral e
vitaminico. As quatro ragdes hiperlipidicas RC Focus 2413, 2414, 2415 e 2416 apresentaram
a mesma composi¢do nutricional, com excecdo dos aditivos flavorizantes, queijo, bacon,
chocolate ou baunilha, respectivamente; as ragdes foram constituidas de cloreto de sodio,
caseina, soro de leite em pd, concentrado protéico de soja, milho integral moido, farinha de
bolacha, fosfato bicalcico, carbonato de calcio, 6leo de milho, aditivos emulsificante e
antioxidante, suplemento mineral e vitaminico.

A composi¢do de macro e micronutrientes das ragdes padrdo e hiperlipidica,
mensurada pela empresa Agroceres”, Rio Claro, Sio Paulo, Brasil, estd apresentada no
Quadro 1. O perfil dos acidos graxos, avaliados no Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas do Departamento de Tecnologia - Faculdade de Ciéncias Agrarias

e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil, estdo apresentado nos Quadros 2.



Quadro 1- Composicao de macro e micronutrientes das ragoes (%)

Racoes

Componentes Padrao Hiperlipidica
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 42,7 26,4
Gordura 4,0 20,0
Vitaminas e Minerais 11,3 12,1
Fibras 8,0 9,0
Umidade 12,0 12,5
Calorias (Kcal/g) 2,95 3,65
% Calorias da proteina 29,8 21,9
% Calorias do carboidrato 57,9 28,9
% Calorias da gordura 12,3 492
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Quadro 2- Perfil de 4cidos graxos saturados e insaturados das racoes (%)

Racoes
Acidos graxos Padrao Hiperlipidica
Caproico (¢6:0) 0,00 0,02
Caprilico (c8:0) 0,03 0,03
Caprico (c10:0) 0,02 0,05
Laurico (c12:0) 0,33 0,25
Miristico (c14:0) 0,30 0,33
Palmitico (c16:0) 16,56 15,09
Heptadecanoico (¢17:0) 0,02 0,08
Estearico (c18:0) 3,90 4,36
Palmitoléico (c16:1) 0,06 0,15
Oléico (c18:1n9c¢) 27,96 37,94
Linoléico (c18:2n6c¢) 47,10 40,83
a-Linolénico (c18:3n3c¢) 3,72 0,87
Acidos Graxos Saturados 21,16 20,21
Acidos Graxos Insaturados 78,84 79,79

2.3- Perfil nutricional dos animais

O perfil nutricional foi determinado pela andlise de ingestdo caldrica, eficiéncia
alimentar, peso e gordura corporal, indice de adiposidade e glicose, lipidios e proteinas
séricas. A ingestdo caldrica foi calculada pela seguinte formula: ingestdo alimentar semanal
multiplicada pelo valor energético de cada dieta (g x kcal). Com a finalidade de analisar a

capacidade de o animal converter a energia consumida em peso corporal, foi calculada a
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eficiéncia alimentar (EA), dividindo-se o ganho total de peso corporal dos animais (g) pela
energia total ingerida (Kcal). O peso corporal dos animais foi aferido semanalmente,
utilizando-se uma balanga digital Mettler® modelo Spider 2 (Toledo do Brasil Industria de
Balangas Ltda, Sdo Bernardo do Campo, S3ao Paulo, Brasil). O indice de adiposidade foi
calculado, dividindo-se a gordura corporal total pelo peso corporal final, multiplicado por
100, A quantidade de gordura corporal total foi determinada pela somatéria dos depésitos
de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral. Para analise do perfil glicémico, lipidico e
protéico sérico, os ratos foram colocados em jejum por 12 a 15 horas, anestesiados com
pentobarbital sédico (50mg/kg/IP, Cristalia® Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira,
Sao Paulo, Brasil) e eutanasiados por decapitacdo. A seguir, as amostras de sangue foram
coletadas em tubos Falcon, centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos (Eppendorf® Centrifuge
5804-R, Hamburg, Germany) e armazenadas em freezer a -80°C (Thermo Fisher Scientific
LLC, Asheville, NC, USA). As concentragdes séricas de glicose, triacilglicerol, colesterol
total, lipoproteinas de alta (HDL) e baixa (LDL) densidade e 4cidos graxos livres ndo
esterificados (NEFA) foram determinadas utilizando-se kits especificos (BIOCLIN®, Belo
Horizonte, MG, Brasil) e analisadas pelo método enzimatico colorimétrico automatizado
(Technicon, RA-XT™ System, Global Medical Instrumentation, Minessota, USA). Os niveis
de NEFA foram avaliados por kit colorimétrico (WAKO Pure Chemical Industries Ltd,

Osaka, Japao).

2.4- Caracterizacio da obesidade

A obesidade foi caracterizada utilizando-se o indice de adiposidade. Diversos autores
utilizam este indice para avaliar a quantidade de gordura corporal em roedores***”. Este
método ¢ facilmente realizado e permite analisar os depdsitos de gordura corporal de maneira

precisa e consistente.
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2.5- Determinacao do momento inicial e final da obesidade

O momento do inicio da obesidade foi determinado a partir da aferi¢do semanal do
peso corporal dos animais. Quando foi observado aumento significante do peso corporal no
grupo DH em relagdao ao DN, foi considerado o inicio da obesidade. A partir deste momento,
os grupos de animais DN e DH foram denominados grupos controle (C) e obeso (Ob),
respectivamente; os grupos permaneceram recebendo as dietas por mais 30 semanas, quando
foram eutanasiados. O momento inicial da obesidade foi adotada com base em estudos
prévios do nosso grupo, no qual se verificaram que a diferenca do peso corporal entre os

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

2.6- Constitui¢ao dos grupos controle e obeso

Na experimentagdo bioldgica, em especial estudos experimentais, mesmo quando
mantidas as condi¢des laboratoriais semelhantes, ndo esta assegurada uma homogeneidade de
resposta. Neste sentido, os ratos submetidos a ragdo padrao e hiperlipidica podem apresentar,
em maior ou menor escala, caracteristicas comuns, como, por exemplo, o indice de

adiposidade. Estudo publicado previamente(Sz)

mostrou que este fato pode conduzir a um erro
de classificagdo, ou seja, animais submetidos a ragdo padrao 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 os animais em dois
grupos distintos de acordo com o indice de adiposidade. Com essa finalidade, foi construido
um intervalo de 95% de confianca (IC) para a média do indice de adiposidade dos ratos
controle e obeso. Foi adotado como ponto de separagao (PS) entre os grupos, o ponto médio
entre o limite superior do 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.
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PS

Controle Obeso

Excluidos Excluidos

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

Representagdo esquematica do critério utilizado para composi¢do dos grupos controle obeso

2.7- Obesidade e comorbidades

Em virtude da obesidade poder apresentar comorbidades cardiovascular, metabolica e
hormonal, como hipertensdo arterial sist€émica, intolerancia a glicose, resisténcia sistémica a

(35.,46,53-59)

insulina, dislipidemias, hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia as

seguintes varidveis foram analisadas nos grupos controle e obeso:

2.7.1- Pressao arterial sistémica (PAS)

Como os animais obesos podem apresentar hipertensio arterial sistémica® > foi
mensurada a pressdo arterial sistélica (PAS). A PAS foi aferida indiretamente por
plestimografia de cauda, utilizando-se electro-sphymomanometer, Narco Bio-System®,

modelo 709-0610 (International Biomedical, Inc, USA); este método ndo permite avaliar a

pressdo arterial diastdlica. Com a finalidade de produzir vasodilatagdo da artéria caudal, os
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ratos foram previamente aquecidos, a temperatura de 40°C por 5 minutos, em uma caixa de
madeira (50 x 40 cm) forrada com maravalha de Pinus autoclavada. Apos o aquecimento, foi
acoplado o sensor e o manguito em torno da cauda do animal. O manguito foi insuflado até
atingir pressao de 200 mmHg e, posteriormente, desinsuflado. As pulsag¢des arteriais foram

registradas em poligrafo Gould RS 3200 (Gould Instrumenta Valley View, Ohio, USA).

2.7.2- Intolerancia a glicose

Em razdo dos animais obesos poderem apresentar niveis glicémicos normais em
condicdes basais, foi analisado o perfil glicémico apds uma sobrecarga de glicose através do
teste de tolerdncia a glicose. A partir deste teste foi possivel constatar se os ratos obesos
desenvolveram intolerancia a glicose, isto ¢, apresentavam niveis de glicemia elevados em
relagdo ao grupo C apds a sobrecarga de glicose. As coletas de sangue, na artéria caudal,
foram realizadas na condicao basal apds um periodo de jejum de 6 horas e ap6s administracao
intraperitoneal de glicose 25% (Sigma—Aldrich,® St Louis, MO, USA), equivalente a 2 g/kg.
As amostras sanguineas foram coletadas nos momentos 0, considerado condi¢do basal, e apos
15, 30, 60, 90 e 120 minutos da infusdo da glicose. A mensuragdo 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

Os animais obesos podem apresentar alteragdes do perfil glicémico, lipidico e
proteico(35’56'58); assim, foram avaliadas as concentragdes séricas de glicose, triacilglicerol,
colesterol total, lipoproteinas de alta (HDL) e baixa densidade (LDL), acidos graxos livres e

proteinas totais. A metodologia utilizada foi descrita no item 2.3, referente a avaliagdo

nutricional dos animais.
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2.7.4- Perfil hormonal: insulina e leptina

Em virtude dos animais obesos poderem apresentar elevacdo da insulina e leptina*®>®
> foram analisados os niveis séricos destes hormonios. As concentragdes hormonais foram
determinadas pelo método de ELISA utilizando-se kits especificos (Linco Research Inc, St.

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

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

2.8- Caracterizacdo da remodela¢ao cardiaca

60-71 P .
607D "o coragdo foi analisado

Como a obesidade pode acarretar remodelagdo cardiaca
por meio de estudos estruturais e moleculares. A hipertrofia foi avaliada post mortem por

analise macroscopica ¢ a molecular foi realizada por meio de analises protéicas da matriz

extracelular do ventriculo esquerdo. Os métodos utilizados estdo descritos abaixo:

2.8.1- Hipertrofia cardiaca
A presenga de hipertrofia foi determinada pela andlise dos seguintes parametros: peso
total do coracdo, do atrio, dos ventriculos esquerdo (VE) e direito (VD), e das respectivas

relacdes com o peso corporal e com o peso do musculo soleo (MS).

2.8.2- Determinacio do colageno tipo I miocardico
2.8.2.1- Técnica de Western Blot

A expressao protéica do colageno tipo I foi analisada por Western Bloi®®. Além disso,
também foi realizada a expressao da proteina de normalizacdo, B-actina. Este método ¢
frequentemente utilizado em pesquisas para detectar proteinas em um homogenato de tecido
biologico’?, sendo constituido das seguintes etapas: extracdo de proteinas, eletroforese em

gel, transferéncia das proteinas do gel para uma membrana de nitrocelulose, identificacdo das



30

proteinas por anticorpos especificos e quantificacdo dos blots de polipetideosm). A

metodologia de Western Blot esta descrita abaixo.

2.8.2.1.1- Extracio 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 (Ika Ultra Turrax'™ T25 Basic, Wilmington, USA) com tampdo de lise
hipoténico (10 mM Tris, ph 7.4, 100 Mm NaCl, | mM EDTA, 1 Mm EGTA, 1% Triton X-
100, 10% glycerol, 0.1% SDS, 0.5% deoxycholate). O processo foi realizado trés vezes
durante 10 segundos a 4°C, com intervalos de 20 segundos. O produto da homogeneizagio foi
centrifugado (Eppendorf 5804R, Hamburg, Germany) a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C, € o
sobrenadante transferido para tubos eppendorfs e armazenados 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.

2.8.2.1.2- Eletroforese em gel

Apds a quantificacdo da concentragdo protéica, as amostras das proteinas foram
diluidas em tampao Laemmli (Tris-HCL 240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul de
bromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200mM) e separadas por eletroforese utilizando
sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A corrida
eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris-HCL 240mM pH 6,8,
poliacrilamida 30%, APS e Temed) e de resolugao (Tris-HCL 240mM pH 8,8, poliacrilamida
30%, APS e Temed). O gel de resolucdo apresentava uma concentracdo de 6 a 15%,
dependente do peso molecular da proteina analisada. No primeiro pogo do gel foi aplicado um

padrdo de peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules, CA,
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USA) para identificagdo do peso molecular das bandas. A corrida eletroforética foi efetuada a
120V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), aproximadamente 3 horas, com

tampao de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e SDS 1%).

2.8.2.1.3- Transferéncia e identificacao das proteinas

Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em
sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se tampao de transferéncia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). As membranas foram lavadas duas
vezes com tampao TBS (Tris-HCI 20mM pH 7,6 e NaCl 137mM). Os sitios inespecificos de
ligagdo do anticorpo primario & membrana foram bloqueados mediante incubacdo com
solugdo a 0,5% de leite em po6 desnatado, dissolvido em tampao TBS-T pH 7,4 (Tris-HCI
20mM, NaCl 137mM e detergente Tween 20 0,1%) por 120 minutos a temperatura ambiente
sob constante agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em solugdo basal (Tris
IM pH2,8, NaCl 5M e Tween 20) e incubada com o anticorpo primario diluido na solugao
bloqueadora, sob agitagdo constante por 12 horas. Apods a incubacdo com o anticorpo
primario, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo basal e incubada com o anticorpo
secundario em solugdo bloqueadora por 2 horas sob agitagdo constante. Para remover o
excesso de anticorpo secundério, a membrana foi lavada trés vezes em solugdo basal. A
imuno-detec¢ao foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de acordo com as
instrucdes 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).

Anticorpo primario

o Collagen type I, Mouse IgG1 (ABCAM, Cambridge, MA, USA).
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Anticorpo de normalizacio

e f-actin, Rabbit IgG1 (CELL SIGNALING, Danvers, MA, USA).

Os anticorpos secundarios, conjugados a peroxidase (IgG anti-mouse ou anti-coelho,
ECL, Amersham Biosciences, NJ-USA), anti-anticorpos primarios, foram utilizados na
titulagdo de 1:10000. Os anticorpos primdrios e secunddrios foram testados em diferentes

titulagdes, assim como a solugdo bloqueadora e demais etapas metodologicas.

2.8.2.1.4- Quantificacido das proteinas
As andlises quantitativas das bandas protéicas (blots) foram realizadas pelo programa
Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, USA), software livre, disponivel no

enderecgo http://www.scioncorp.com/.

2.8.3- Determinacio da atividade das metaloproteinases 2 e 9 miocardica

As metaloproteinases 2 e 9 foram determinadas pela técnica de Zimografia
previamente relatada por Tyagi et al”. Amostras do ventriculo esquerdo foram diluidas em
tampao de lise (Tris 50mM, pH 7,4, NaCl 0.2M, Triton-X 0,1% e CaCl2 10mM). O processo
foi realizado trés vezes durante 10 segundos a 4°C, com intervalos de 20 segundos. O produto
da homogeneizagao foi centrifugado (Eppendorf 5804R, Hamburg, Germany) a 12000 rpm
por 20 minutos a 4°C, e o sobrenadante transferido para tubos eppendorfs e armazenados 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 padrdo. Apos a
quantifica¢do da concentragdo protéica, as amostras das proteinas foram diluidas em tampao
(Tris 0,5M, pH 6,8, 100% de glicerol e 0,05% de azul de bromofenol) e separadas por

eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA,
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USA). As amostras, contendo 20ug de proteinas, foram distribuidas em gel de SDS-
poliacrilamida 8%, com 1% de gelatina. A corrida eletroforética foi efetuada a 100V (Power
Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), aproximadamente 2 horas, com tampao de
corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e SDS 1%) até o azul de bromofenol atingir o fundo do
gel. O gel foi removido e lavado duas vezes de 30 minutos com Triton-X 100 e a seguir,
lavado duas vezes de 5 minutos com solucao Tris S0mM, pH 8,4. O gel entdo, foi incubado a
37°C overnight em solugio de ativacdo (Tris 50mM, ph 8,4 ¢ CaCl2 5mM). A coloragdo do
gel foi realizada com 0,5% de comassie blue, por 2h e a descoloragdo foi feita com solucao de
30% de metanol e 10% dacido acético até o clareamento das bandas sobre fundo escuro. O
processo de coloracdo e descoloracdo foi realizado em temperatura ambiente, em agitador. A
seguir, o gel foi fotografado e a intensidade da acdo gelatinolitica (bandas claras) analisada
em analisador de imagem UV-UVP White Darkhon. As andlises quantitativas das bandas
protéicas (blots) foram realizadas pelo fotodocumentador Gel Logic 6000 Pro (Carestream

Health, Rochester, NY, USA).

2.8.4- Determinac¢ao das TIMPs 1 e 2 miocardica
Em razdo do aumento da atividade das MMPs miocérdicas poderem ser decorrentes da
diminui¢do da expressdo protéica das TIMPs 1 e 2, estas foram analisadas pela técnica de
Western Blot, descrita acima, no item 2.9.2.
Anticorpos primarios

o TIMP I, Rabbit IgGI (ABCAM, Cambridge, MA, USA).
o TIMP 2, Mouse IgG1 (ABCAM, Cambridge, MA, USA).

Anticorpo de normalizagao

o f-actin, Rabbit IgGI (CELL SIGNALING, Danvers, MA, USA).
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2.8.5- Determinacio da leptina miocardica
Em razao da literatura evidenciar que o tecido adiposo secreta o hormonio leptina e
que a atividade das MMPs 2 e 9 estd relacionada ao aumento da leptina miocardica, foi
também realizada a expressao proteica da leptina no tecido cardiaco pela técnica de Western
Blot, descrita acima, no item 2.9.2.
Anticorpo primario

« Leptina, Mouse IgG1 (ABCAM, Cambridge, MA, USA).

Anticorpo de normalizacio

« f-actin, Rabbit IgG1 (CELL SIGNALING, Danvers, MA, USA).

2.9- Analise estatistica

As variaveis analisadas foram expressas por meio de medidas descritivas de posicao e
variabilidade e submetidas ao teste ’t” de Student para amostras independentes(75 ),

A evolugdo semanal do peso corporal entre os grupos foi realizada pela andlise de
varidncia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas’”> e complementada com o teste de
comparagoes multiplas de Bonferroni’?.

As associacgoes entre determinadas variaveis analisadas foram realizadas pelo teste de

correlacdo de Pearson.

O nivel de significancia considerado para todas as variaveis foi de 5%.



35

3. RESULTADOS

3.1- Caracterizacdo do momento inicial da obesidade
O peso corporal foi semelhante nas trés primeiras semanas de tratamento em ambos os
grupos C e Ob; entretanto, apds a 4" semana de tratamento, o peso corporal dos animais Ob

foi significativamente maior que os C (Figura 2).

400 7 —— C —— Ob
300
200

100 -

Peso Corporal (g)

semanas

Figura 2. Evolugdo semanal do peso corporal
dos animais controle (C; n=25) e obeso (Ob;
n=25). Dados expressos em média + desvio-
padrdo. ANOVA para o modelo de medidas
repetidas em  grupos independentes e
complementada com o teste post-hoc de
Bonferroni. * p<0,05 vs C. Foi apresentado na
figura apenas a comparagdo entre os grupos C e
OD nas diferentes semanas.

3.1- Composicao dos grupos controle e obeso

Na 30" semana de tratamento apOs o inicio da obesidade, foi aplicado o critério
estabelecido para a composi¢do dos grupos, permanecendo no estudo vinte animais do grupo
controle (C; n=20) e vinte e um do grupo obeso (Ob; n=21). Portanto, foram excluidos cinco

animas do grupo C e quatro do Ob.
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3.2— Perfil nutricional

A Tabela 1 mostra o perfil nutricional dos animais C ¢ Ob. O peso corporal final, o
ganho de peso, os depositos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral, a gordura
corporal total e o indice de adiposidade foram maiores no Ob em relagao ao C. Durante o
periodo experimental, os animais Ob ingeriram menor quantidade de racdo e calorias em
relagdo aos C; porém, a eficiéncia alimentar foi maior nos animais Ob comparados aos C. A
concentracdo dos acidos graxos livres ndo esterificados (NEFA) foram menores nos animais
Ob em relagdo aos C. Nao houve diferenca significativa entre os grupos nas demais dosagens

séricas.



Tabela 1. Perfil nutricional dos animais

Grupos
Variaveis C (n=20) Ob (n=21)
PCI (g) I51+11 151 +11
PCF (g) 480 + 51 534 + 58 *
Ganho de peso (g) 177 +£35 218 £43 *
CNA (cm) 254+04 253+0,6
Gordura epididimal (g) 93+23 142+3,4%*
Gordura retroperitoneal (g) 10,5+3,3 21,7+5,9 *
Gordura visceral (g) 63+14 11,2+42 *
GCT (g) 26,1 £6,2 472+ 12,3 *
Indice de adiposidade 5,6 £0,9 8,8+1,6*
Ingestao alimentar (g) 22,8 +2,1 17,0+2,3 *
Ingestao caldrica (kcal) 674+6,3 62,1 £82*
Eficiéncia alimentar (%) 2,1+£0,2 2,7+0,2 *
Glicose (mg/dL) 91,3+ 10,6 94,8 £ 10,6
Triglicérides (mg/dL) 112,0+ 36,3 101,0 £ 37,0
HDL (mg/dL) 25,5+2,5 26,3 +3,1
LDL (mg/dL) 29,2 +5,7 28,7+3,8
Proteina (g/dL) 6,4+04 6,3+0,5
Albumina (g/dL) 3,1£0,1 32+0,2
NEFA (mmol/L) 0,65+ 0,14 0,56+ 0,12 *

Dados expressos em média + desvio padrdo. 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 ndo-esterificados. Teste “#” de Student para

amostras independentes. * p<0,05 vs C.
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3.3 — Pressio arterial sistolica
A Figura 3 mostra o resultado da pressao arterial sistolica final realizado nos grupos C

e Ob. Houve aumento da pressao arterial sistolica final nos animais Ob em relacao aos C.
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Figura 3. Pressdo arterial sistdlica final dos
animais controle, (n=20) e obeso, (n=21).
Dados expressos em média + desvio-padrio.
Teste “t” de Student para amostras
indepedentes. * p<0,05 vs C.

3.4 — Perfil glicémico
A Figura 4 mostra o resultado do teste de tolerancia a glicose realizado nos grupos C e

Ob. A éarea glicémica foi maior no grupo Ob em relacdo ao C.
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Figura 4. Area glicémica, obtida no teste de
tolerancia a glicose, realizado nos animais
controle, (n=20) e obeso, (n=21). Dados
expressos em média + desvio-padrao. Teste “¢”
de Student para amostras indepedentes. *
p<0,05 vs C.
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As Figuras 5 e 6 ilustram as dosagens de insulina e de leptina, respectivamente.

Ambas as figuras mostram que os niveis destes hormonios séricos foram maiores nos grupos

Ob em relagdo ao C.

insulina (ng/mL)

leptina (ng/mL)

. s i
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Figura 5. Nivel de insulina realizado nos
animais controle, (n=20) e obeso, (n=21).
Dados expressos em média + desvio-
padrdo. Teste “¢#” de Student para amostras
indepedentes. .* p<0,05 vs C.

25 7

20

15

controle obeso

Figura 6. Nivel de leptina realizado nos
animais controle, (n=20) e obeso, (n=21).
Dados expressos em média *+ desvio-padrao.
Teste “t” de Student para amostras
indepedentes. .* p<0,05 vs C.
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2.5 - Perfil morfologico cardiaco
A Tabela 2 mostra o perfil morfologico cardiaco dos ratos C e Ob. O peso do MS, VD
e a relagdo VE/PCF dos animais OB foram maiores em relagao aos C. Nao houve diferenca

significativa nos demais parametros analisados.

Tabela 2. Perfil morfologico cardiaco dos animais C e Ob

Grupos
Variaveis C (n=20) Ob (n=21)
PCF (g) 480 + 51 534 + 58 *
Coracio (g) 1,10+ 0,10 1,17+0,13
MS (g) 0,19+ 0,02 0,22 +£0,03 *
VE (g) 0,79 + 0,08 0,83 +0,10
VD (g) 0,22 +0,03 0,24 + 0,03 *
AT (g) 0,09 + 0,01 0,09 + 0,02
VE/PCF 1,72+ 0,11 1,61 £0,12 *
VD/PCF 0,48 = 0,09 0,47 0,05
AT/PCF 0,20 £ 0,03 0,18 £0,03
VE/MS 4,19 + 0,37 3,96 + 0,60
VD/MS 1,18+ 0,17 1,16 £0,21
AT/MS 0,50 + 0,05 0,46 £ 0,10

Dados expressos em média + desvio padrdo. C: controle; Ob: obeso. PCF: peso
corporal final; VE: peso do ventriculo esquerdo; VD: peso do ventriculo direito;
AT: peso do atrio; PCF: peso corporal final, MS: musculo séleo, VE/PCF: relacao
do peso do ventriculo esquerdo pelo peso corporal final; VD/PCF: relagdo do peso
do ventriculo direito pelo peso corporal final; AT/PCF: relagdo do peso do atrio
pelo peso corporal final; VE/MS: relagdo do peso do ventriculo esquerdo pelo peso
do musculo soleo; VD/MS: relagdo do peso do ventriculo direito pelo peso do
musculo s6leo; AT/MS: relagdo do peso do atrio pelo peso do musculo soéleo. Teste
“¢’ de Student para amostras independentes. * p<0,05 vs C.
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2.6 - Expressao proteica do colageno tipo I cardiaco
A Figura 7 mostra os resultados obtidos na expressao protéica do colageno tipo I, pela
técnica de Western Blot. Houve diminui¢do significativa do colageno tipo I nos animais do

grupo Ob em relagdo ao C.
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Figura 7. Expressdo protéica do colageno I
miocardio dos animais controle (n=6) e
obeso (n=6). Dados expressos em média +
desvio padrdo. Teste “¢” de Student para
amostras independentes. .* p<0,05 vs C.

2.7 — Atividade das metaloproteinases (MMPs) 2 e 9 cardiacas

As Figuras 8 e 9 mostram os resultados obtidos na atividade colagenolitica das MMP-
2 e MMP-9, respectivamente, pela técnica de Zimografia. No gel de eletroforese foram
identificadas duas bandas de degradacdo correspondentes 8 MMP-2: a MMP-2 inativa (pro-
MMP-2) com peso molecular de aproximadamente 72 KDa e a forma ativa com peso
molecular de aproximadamente 64 KDa; entre ambas as bandas citadas, ¢ possivel identificar
a banda da MMP-2 de degradacdo intermedidria (Figura 8). A MMP-9 foi visualizada apenas
em sua forma ativa, com peso molecular de aproximadamente 92 KDa (Figura 9). Houve

aumento significante de ambas MMPs nos animais do grupo Ob em relacdo ao C.
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Figura 8. Relagdo entre MMP-2 ativas
(ativa e ativa intermediaria) e inativa dos
animais controle (n=6) ¢ obeso (n=6).
MMP-2 inativa=72 KDa e MMP-2 ativa=
64 KDa. Dados expressos em média +
desvio padrio. Teste “¢” de Student para
amostras independentes. .* p<0,05 vs C.
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Figura 9. Atividade da MMP-9 dos animais
controle (n=6) e obeso (n=6). Dados
expressos em média + desvio padrdo. Teste
“t7  de Student  para  amostras
independentes. * p<0,05 vs C.
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2.8 - Expressao proteica do TIMP-1 cardiaco
A Figura 10 mostra os resultados obtidos na expressao protéica do TIMP-1, pela
técnica de Western Blot. Houve diminuigao significativa do TIMP-1 nos animais do grupo Ob

em relagao ao C.
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Figura 10. Expressdo protéica da TIMP-1
do miocardio dos animais controle (n=6) e
obeso (n=6). Dados expressos em média +
desvio padrdo. Teste “t” de Student para
amostras independentes. * p<0,05 vs C.

2.6 - Expressao proteica do TIMP-2 cardiaco
A Figura 11 mostra os resultados obtidos na expressdo protéica do TIMP-2, pela

técnica de Western Blot. Houve diminuig¢ao significativa do TIMP-2 nos animais do grupo Ob

em relagdo ao C.
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Figura 11. Expressdo protéica da TIMP-2
do miocardio dos animais controle (n=6) e
obeso (n=6). Dados expressos em média +
desvio padrio. Teste “¢” de Student para
amostras independentes. * p<0,05 vs C.

2.6 - Expressao proteica da leptina cardiaca
A Figura 12 mostra os resultados obtidos na expressao protéica da leptina, pela técnica
de Western Blot. Houve aumento significativa da leptina nos animais do grupo Ob em relagdo

ao C.
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Figura 12. Expressdo protéica da leptina do
miocardio dos animais controle (n=6) e
obeso (n=6). Dados expressos em média +
desvio padrdo. Teste “¢#” de Student para
amostras independentes. .* p<0,05 vs C.
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2.7 — Associac¢ao linear entre as variaveis cardiacas

A tabela 3 mostra a associacao linear realizada entre determinadas variaveis estudadas
nos animais C ¢ Ob. Houve associagdo significante entre a diminui¢ao do colédgeno tipo I e o
aumento da atividade das MMPs-2 e 9, aumento da atividade das MMPs-2 e 9 e elevacao da
leptina, aumento da atividade da MMP-2 e diminui¢ao dos TIMPs 1 e 2, aumento da atividade
da MMP-9 e diminui¢do do TIMP 1, e diminuicdo do TIMP 1 e elevacdo da leptina. Nao
houve associagao significante entre o aumento da atividade da MMP-9 e diminui¢ao do TIMP

2, e diminui¢ao do TIMP 2 e elevagao da leptina.
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Tabela 3. Medida de associacao linear entre as variaveis

Associacao Coeficiente de Valor de p
correlacio
Colageno I X MMP-2 - 0,723 0,008 *
Colageno I X MMP-9 - 0,660 0,019 *
MMP-2 X LEPTINA 0,766 0,004 *
MMP-9 X LEPTINA 0,804 0,002 *
MMP-2 X TIMP 1 - 0,815 0,001 *
MMP-2 X TIMP 2 - 0,597 0,040 *
MMP-9 X TIMP 1 -0,779 0,003 *
MMP-9 X TIMP 2 - 0,344 0,274
TIMP 1 X LEPTINA - 0,656 0,020 *
TIMP 2 X LEPTINA - 0,273 0,390

MMP: metaloproteinase; TIMP: inibidores de tecidos de metaloproteinases. Teste de
correlagdo de Pearson; controle, n=6 e obeso, n=6. * p<0,05.
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4, DISCUSSAO

4.1 — Momento inicial da obesidade

Os dados deste experimento mostraram que a dieta hiperlipidica acarretou obesidade a
partir da 4° semana de tratamento; o peso corporal foi maior nos animais Ob em relagdo ao C.
Os pesquisadores que utilizam modelo experimental de obesidade por dieta ndo identificam o
momento do inicio da obesidade; apenas demonstram o momento em que a dieta promove
diferenga no peso corporal entre os grupos, ndo identificando se a elevagdo no peso corporal
estéd associada & elevagdo na gordura corporal e/ou indice de adiposidade.””™ Entretanto,

Leopoldo(5 0

, em nosso laboratorio, verificou diferenga no peso corporal e também, no indice
de adiposidade na 3* semana apds tratamento com dieta hiperlipidica; levando em conta esse

trabalho, quando neste estudo, os animais apresentaram diferenga no peso corporal, foi

considerado o inicio da obesidade.

4.2 — Constituicao dos grupos controle e obeso

Foi aplicado um critério de classificacdo dos grupos, descrito na secdo “Material e
métodos”, de acordo com o indice de adiposidade, com a finalidade de identificar os animais
verdadeiramente controle e obeso. Na experimentagdo biologica, em especial estudos
experimentais, mesmo quando mantidas as condi¢Oes laboratoriais semelhantes, ndo esta
assegurada uma homogeneidade de resposta. Neste sentido, os ratos submetidos a ragdo
padrdo e hiperlipidica podem apresentar, em maior ou menor escala, caracteristicas comuns
de resposta, o que poderia resultar na utilizagdo de animais com peso normal no grupo obeso
ou vice-versa. O descarte dos animais pela auséncia de adesdo ao critério estabelecido foi de
20% e 16% no grupo controle e obeso, respectivamente. A aplicacdo deste método

possibilitou trabalharmos com populacdes de animais mais homogéneas em relacdo ao grau
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de adiposidade. Estes resultados obtidos sdao similares aos publicados anteriormente por nosso

grupo(sz).

4.3 — Perfil nutricional

A dieta hiperlipidica, rica em acidos graxos insaturados, utilizada neste estudo, foi
eficiénte 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'”” ™. Em pesquisa®™

com ratos Sprague-Dawley
tratados com dieta hiperlipidica, com equilibrio de acidos graxos saturados e insaturados
durante 12 semanas, ndo houve diferenca significante no peso corporal; entretanto, segundo
alguns autores, o peso corporal pode ndo ser um bom indicador de classificacdo de
obesidade®**®. Este fato também foi observado neste estudo, que mostrou um aumento de
80,5% na gordura corporal total e 57 % no indice de adiposidade em relagdo ao controle;
porém, o peso corporal aumentou apenas 11,2%.

As principais causas da obesidade ¢ a maior ingestdo e oferta de alimentos altamente
energéticos e palataveis, e/ou redugido no gasto energético®. A dieta hiperlipidica utilizada
neste estudo € rica em 4cidos graxos mono e poliinsaturados (Quadro 2), apresentando teor
energético de 3,65 Kcal/g, enquanto a dieta padrdo, apresenta 2,95 Kcal/g, gerando uma
diferenca de 24% no contetido calorico. Pesquisas mostram que o consumo de dieta
hiperlipidica promove menos saciedade e, consequentemente, maior ingestio alimentar®’.,
Estes dados diferem dos nossos resultados, pois os animais Ob ingeriram menor quantidade
de ragao e calorias em relacao aos C. Entretanto, a eficiéncia alimentar foi maior nos animais
Ob em virtude do efeito térmico dos alimentos, visto que os lipideos necessitam de baixa

quantidade de energia (2-3%) para serem metabolizados; desta forma, os lipideos que nao sao

necessarios na producao de energia, sdo depositados na forma de triglicérides nos adipdcitos;
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esta variavel ¢ muito importante no estudo da obesidade, ela permite verificar a conversao de
ingestdo alimentar em ganho de peso corporal®®. No nosso estudo, o aumento da eficiéncia
alimentar estd de acordo com diversos trabalhos, que utilizaram ratos submetidos a dieta

hiperlipidica, insaturada, por diferentes semanas de tratamento”* %,

4.4 - Comorbidades

Neste trabalho foram constatadas algumas comorbidades relacionadas com a
obesidade experimental(46’48’55’85’87), como intolerdncia a glicose, hiperinsulinemia,
dislipidemias, hiperleptinemia e hipertensdo arterial sistémica. O teste de tolerancia a glicose
mostrou que os animais obesos apresentaram areas glicémicas e niveis de insulina sérica
maiores em relacdo aos controles, significando que a obesidade promoveu intolerancia a
glicose e hiperinsulinemia. A insulina possui papel fundamental na regulacdo do metabolismo

da glicose e dos lipidios®™

, aumentando a sintese e atenuando a liberagao de triglicérides das
células adiposas™. A intolerdncia a glicose associada ao aumento da insulina sérica mostra
que os animais apresentaram resisténcia a a¢do da insulina. Estes resultados estdo de acordo
com autores que utilizaram ratos obesos por dieta hiperlipidica, insaturada® > Neste
estudo ndo encontramos hipertrigliceridemia e diminui¢do nos niveis do NEFA no grupo
obeso. Estes resultados estdo em contraste com trabalhos anteriores, realizados em nosso
laboratorio. Nao encontramos explicagdo para estes comportamentos divergentes.

A leptina ¢ um hormoénio produzido pelo tecido adiposo, participando do balanco

L, . . ~ e . 1
energético, regulando o consumo alimentar, a oxidagdo dos 11p1dlos(90’9)

e a biologia dos
colégenos(37'40). Diversos estudos mostram que os niveis de leptina se correlacionam com a
quantidade de gordura corporal(9l’92). A obesidade induzida por dietas hiperlipidicas promove
um estado de resisténcia a leptina®'®?; estudos tem demonstrado que esta resisténcia é

decorrente da incapacidade da leptina atuar no hipotdlamo, como resultado do prejuizo no
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transporte da barreira hemato-encefalica® . Além disso, a alteracdo das vias de sinalizacdo
molecular da leptina, consequente a hiperleptinemia também pode levar a resisténcia a
leptina®'?.

A pressao arterial sistolica (PAS) aumentou nos animais obesos em relagdo aos

controles; como o controle da pressao arterial envolve o sistema neuro-humoral, como por

96 97-99
) 0799 o

exemplo, o sistema nervoso simpatico®® e o sistema renina-angiotensina-aldosterona
quais promovem vasoconstri¢ao periférica, aumento da absor¢do de sédio renal e da fungao
cardiaca, podemos inferir que o sistema neuro-humoral estd ativado nos animais obesos.
Enquanto alguns estudos ndo observaram alteracdo da PAS em animais obesos por dieta

hiperlipidica insaturada®"*?

, outros pesquisadores utilizando animais obesos por dieta
hiperlipidica com equilibrio de 4cidos graxos saturados e insaturados mostraram aumento dos

niveis da PAS!0%10D,

4.5- Remodelacao cardiaca

O estudo morfologico pds-mortem do coracdo nao mostrou alteragdes significativas. A
unica alteragdo encontrada foi o aumento na massa do ventriculo direito em valores absoluto,
porém, quando normalizados pelo peso corporal e peso do musculo s6leo ndo houve diferenga
entre os grupos. A diminuicdo do peso do ventriculo esquerdo normalizado pelo peso corporal
deve-se ao fato do peso corporal do obeso ser significantemente maior em relagao ao do
controle, visto que a normalizagao pelo peso do musculo s6leo ndo acarretou diferenca entre
os grupos. Se considerarmos que o aumento da pressdo arterial no grupo obeso foi
consequente a hiperatividade neuro-humoral, podemos deduzir que esta hiperatividade nao
deve ter tido consequéncia na hipertrofia das células cardiacas.

O objetivo principal deste trabalho foi verificar a relagdo entre diminuicao do coldgeno

tipo I miocardico e atividade das MMPs 2 e 9 nos animais obesos em relagcdo aos controles.
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Os resultados desta investigagao no miocardio mostraram que a redu¢do da expressao proteica
do colégeno tipo I foi acompanhada do aumento da atividade das MMPs-2 e 9, diminuigdo
dos TIMPs 1 e 2 e elevagao da expressao da leptina.

A alteracdo do coldgeno miocardico pode ser resultante da elevacao da sintese e/ou
diminui¢do da degradagdo ou vice-versa. Os dados deste trabalho mostram que a elevagao da
degradacao do colageno tipo I nos obesos deve ter prevalecido, visto que ocorreu associagao
significante entre a reducdo do colageno tipo I e o aumento da atividade das MMPs-2 e 9; esta
elevacdo pode ter sido consequente ao aumento da leptina, em virtude dos animais que
apresentaram maior nivel deste hormoénio, terem também mostrado maior atividade das
MMPs; estes achados nao refletem, necessariamente, uma relacdo de causa e efeito. No
entanto, uma relacdo de causa e efeito direta entre a leptina, atividade e expressao génica das
MMPs 2 e 9, respectivamente, foi evidente em alguns trabalhos da literatura®” 2.

Embora, o aumento da atividade das MMPs possa estar relacionado com a elevacao da
leptina, outro fator modificador desta enzima ¢ o comportamento dos TIMPs. Os resultados
deste trabalho mostraram que houve diminui¢do dos TIMPs 1 e 2 nos animais obesos, o que
também pode ter influenciado no aumento das MMPs; a associagdo significativa entre MMP 2
e TIMPs 1, 2, e MMP-9 e TIMP 1 corrobora com esta ideia. A reducdo da expressdo proteica
do TIMP 1 miocérdico esta correlacionada significantemente com o aumento da leptina; este
achado estd de acordo com Schram et al, que encontraram redugdo significante na expressao
do RNA mensageiro do TIMP 1 apos a elevacdo da concentragdo de leptina em cultura de
células cardiacas®®”.

Nao encontramos trabalhos que avaliaram a associagdo entre as variaveis cardiacas
estudadas, colageno tipo I, MMPs-2 ¢ 9, TIMPs 1 e 2 e leptina em animais obesos por dieta

hiperlipidica insaturada. Portanto, ¢ importante ressaltar que este € o primeiro trabalho que

avaliou o comportamento dessas variaveis neste modelo.



Em resumo, este trabalho mostra:
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5. CONCLUSAO

Em conclusdo, a hipotese deste trabalho foi confirmada, desde que a redugdo do
colageno tipo I cardiaco estd associado ao aumento da atividade das MMPs 2 e 9 em ratos

obesos por dieta hiperlipidica insaturada.
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