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RESUMO

Variados agentes moleculares ativam mecanismos determinantes de alteragdes teciduais do
coracdo, com frequente ocorréncia de interagdo bioquimica entre estimulos distintos, como
vigente entre angiotensina Il (Ang-11) e insulina. A sinalizagdo molecular principiada pela Ang-11
¢ carreada a partir do acoplamento com receptores do tipo 1 (AT;) e culmina na ativacdo de
proteinas quinases ativadas do mitégeno (MAPK), como extracellular signal-regulated (ERK) e
c-Jun N-terminal (JNK). Em analogia, a agéo da insulina sobre o receptor de insulina (BRI)
determina a estimulacdo de respostas proliferativas e efeitos vinculados ao metabolismo de
macro e micronutrientes. Por meio da ativacdo de receptores AT, a Ang-ll interfere na
sinalizacdo da insulina, regulando a fosforilacdo de tirosina e dessensibilizando trés mensageiros
de estimulos metabolicos: o receptor (BRI), o substrato receptor de insulina (IRS) e o peptideo
fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K). Embora essas manifestacbes configurem importantes
mecanismos de resisténcia a insulina na obesidade, ndo foram encontrados estudos abordando
essa relacdo em modelos experimentais de obesidade exdgena. O objetivo deste trabalho foi
testar a hipotese de que a obesidade acarreta distarbios metabolicos, enddcrinos e
cardiovasculares, incluindo remodelacdo e resisténcia insulinica cardiaca, decorrentes da
ativacdo de receptores AT;. Ratos Wistar-Kyoto foram distribuidos em dois grupos: C e OB;
ambos o0s grupos C e OB receberam, respectivamente, dietas padrao e hipercalérica durante 30
semanas. Na sequéncia, os grupos foram separados em quatro grupamentos: C, C+Los, OB e
OB+Los. Ambos os grupos +Los foram tratados com losartan (30 mg/kg/dia), um farmaco
antagonista de receptores ATy, no decorrer de cinco semanas,. Subsequentemente, além da
avaliacdo nutricional e biométrica, foram analisadas glicemia, lipidemia, insulina, leptina e
atividade da enzima conversora de angiotensina. O estudo cardiovascular in vivo incluiu pressédo
arterial sistdlica (PAS) e avaliacdo ecocardiografica de estrutura e funcdo ventricular. O perfil
cardiovascular post morten foi composto de analises morfoldgicas ventriculares nos aspectos

macro e microscopico, caracterizacdo das cadeias pesadas de miosina (MHC) e analise da
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expressao miocardica dos peptideos angiotensina, ERK, JNK, RI e PI3K. Os resultados foram
avaliados por meio de ANOVA e teste de Tukey. Eficiéncia alimentar, massa corporal e
adiposidade foram ampliadas em ambos os grupos obesos. Diferentemente, a obesidade se
associou com desordens de metabolismo glicémico, insulinémico e lipidémico, os quais foram
minimizados por meio do bloqueio antagonista de receptores AT;. No aspecto cardiovascular in
vivo, PAS, inalterada pela condicdo biométrica, revelou-se reduzida em ambos 0s grupos +Los.
A anélise ecocardiografica da morfologia e funcdo ventricular mostrou ocorréncia de hipertrofia
miocardica, exacerbacdo do desempenho sistélico e diastdlico com a obesidade; sob losartan,
somente as mudancas diastolicas se mantiveram entre C+Los e OB+Los, acompanhadas de
aumento da frequéncia cardiaca em ambos os grupos. Quanto ao perfil cardiovascular post
morten, em relacdo ao C, os ratos obesos apresentaram hipertrofia miocitéria, fibrose intersticial
e maior expressao de isoformas p-MHC. Com losartan, apenas a expressao de isoformas B-MHC
manteve-se elevada na obesidade. No aspecto molecular, além de ampliar os indices de ERK,
BRI fosforilado (Tyr'*®*'%3.gRI) e PI3K total, a obesidade reduziu a expressdo miocérdica de
Ang-11 e JNK. Na vigéncia de medicacdo, enquanto os efeitos relacionados a ativacdo de ERK e

JNK na obesidade foram amortizados, as expressées peptidicas de angiotensina, Tyr''%21°%_pR|

PI3K total e fosforilada (Tyr’®®-PI3K) revelaram-se ampliados no grupo OB+Los comparado ao
C+Los. Em conclusdo, a obesidade esta associada com anormalidades metabodlicas, enddcrinas e

cardiovasculares, associadas com acionamento do ATj;.

Palavras-chave: receptores ATy; obesidade; angiotensina Il; metabolismo; coracéo.
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ABSTRACT

Several molecular agents trigger cytosolic mechanisms of cardiac remodeling, with common
occurrence of biochemical interaction between different stimuli, as observed between
angiotensin Il (Ang-I1) and insulin. The molecular signaling from Ang-Il is carried through the
coupling of the receptor type 1 (AT;) and culminates in the activation of the mitogen activated
protein kinases (MAPK), including extracellular signal-regulated (ERK) and c-Jun N-terminal
(JNK). Similarly, the action of insulin on the insulin receptor (BRI1) determines the stimulation of
proliferative responses and multiple effects linked to metabolism of macro and micronutrients.
Through activation of AT; receptors, Ang-Il interferes with insulin signaling by regulating the
phosphorylation of three messengers of metabolic stimuli from insulin: the receptor (BIR),
insulin receptor substrate (IRS) and phosphatidil inositol 3-kinase (PI3K). Although these events
configure important mechanisms of insulin resistance in obesity, there are no studies addressing
this relationship in experimental models of exogenous obesity. This study investigated whether
obesity causes metabolic, endocrine and cardiovascular diseases, including insulin resistance and
cardiac remodeling, due activation of AT, receptors. Wistar-Kyoto rats (n=40) were subjected to
control (C) or hypercaloric diet (OB) for 30 weeks and then assigned to four groups: C, C+Los,
OB, and OB+Los. Los-groups received losartan (30mg/kg/day) during five weeks. Afterward,
besides the nutritional and biometric analyzes, glycemia, lipids, insulin, leptin and activity of
angiotensin-converting enzyme were also evaluated. In vivo cardiovascular study included
systolic blood pressure (SBP) and echocardiographic evaluation of ventricular structure and
function. Post mortem cardiovascular profile integrated analysis of ventricular morphology in the
macro and microscopic aspects, myosin heavy chain (MHC) composition as well as myocardial
expression of angiotensin, ERK, JNK, SIR and PI3K peptides. Results were evaluated by
ANOVA and Tukey's test. Feed efficiency, body weight and adiposity were elevated in both
obese groups. In contrast, obesity was associated with disorders of glucose metabolism, insulin

and lipids, which were minimized by blocking of AT; receptor. Taking into account
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cardiovascular profile, SBP, which was unchanged by the biometric condition, reduced in both
groups +Los. Assessment of ventricular morphology and function evidenced occurrence of
myocardial hypertrophy, improved systolic and diastolic performance in obesity condition; with
losartan, only the diastolic parameters remained different between C+Los and OB+Los, and they
were accompanied by increased heart rate in both groups. Regarding the post mortem
cardiovascular profile, obese rats presented myocyte hypertrophy, interstitial fibrosis and
increased expression of B-MHC isoforms. In presence of losartan, only the expression of p-MHC
isoforms remained elevated in obesity. On a molecular level, associated to increased levels of
ERK, obese group exhibited higher expression of phosphorilated BIR (Tyr'**2!®3_gR[) and
PI3K, as well as reduced myocardial expression of angiotensin and JNK. In the presence of
medication, while the effects related to activation of ERK and JNK have been neutralized, the
expression of angiotensin peptide, Tyr'*®*%_gR|, total and phosphorylated PI3K (Tyr*%-PI3K)
were elevated in the group OB+Los versus C+Los. In conclusion, obesity has been associated
with metabolic and endocrine abnormalities, and cardiovascular diseases, related to activation of

the AT, receptor.

Palavras-chave: AT; receptor; obesity; angiontensin Il, metabolism, heart.
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1. INTRODUCAO

A remodelacéo cardiaca configura um processo adaptativo do miocéardio voltado a
manutencdo do desempenho funcional em face de solicitagdes hemodindmicas andmalas, como
sobrecarga mecanica pressorica e volumétrica ™. Embora se inicie rapidamente, a remodelagéo
exibe evolucdo tempo-dependente e consiste de alteragdes de natureza molecular, celular e
intersticial, que se manifestam, clinicamente, por modificacbes na forma, tamanho e fun¢édo do
coracao @2 A designacdo do fendtipo cardiaco envolve modificaces na expressdo e
composicao de varias proteinas implicadas no mecanismo de excita¢do-contracdo-relaxamento,
como filamentos contrateis, peptideos reguladores do transito de célcio e componentes do
citoesqueleto, além de respostas morfoldgicas, como hipertrofia e fibrose intersticial miocardica
@9 Frente a demandas exacerbadas e crdnicas, o recrudescimento desses indicadores pode
abarcar alteracdes de funcdo, eletrofisiologia e perfusdo miocardica, ampliando os riscos de

ocorréncia de isquemia, insuficiéncia cardfaca, arritmias e morte stbita .

Diversos processos mecanicos e/ou bioquimicos principiados no sarcolema, como
deformacdo parietal, acdo de citocinas e fatores de crescimento, podem orquestrar o curso da
remodelacdo miocardica . Esses estimulos extracelulares ativam vias de sinalizacdo molecular
que, regulando diversos mecanismos transcricionais, determinam alteraces do coracdo em
decorréncia de circunstancias de estresse funcional. Na vigéncia de mecanismos citosolicos
distintos, sdo comuns inimeros pontos de convergéncia entre vias sinalizadoras, ocasionando
complexa interacdo molecular advinda de estimulos extracelulares concorrentes © (Figura 1).
Nesta perspectiva, varias evidéncias confirmam a ocorréncia de interacdo, cross-talk, entre

angiotensina I1, o principal peptideo do sistema renina-angiotensina (SRA), e a insulina ©.
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IGF: fator de crescimento estimulado por insulina; GH: horménio do crescimento; TNF: fator de necrose tumoral;
GPCR: receptores sarcolemais acoplados a proteinas G; RTK: receptores com capacidade de ativagdo intrinseca de
tirosinas quinases.

Figura 1. Representacdo esquemética das vias sinalizadoras moleculares envolvidas em
diferentes processos transcricionais comuns a remodelacdo cardiaca

A sinalizagdo molecular principiada pela angiotensina Il (Ang-I1) é carreada,
principalmente, por meio do acoplamento com receptores do tipo 1 (AT;) “%*?. O acionamento
do receptor AT, canaliza diversas vias sinalizadoras direcionadas, entre outros, & promoc¢éo de
crescimento, diferenciago e proliferacdo celular, processos inflamatdrios e estresse oxidativo
D Esse receptor é ligado, na sua porcdo citosolica, a um complexo protéico heterotrimérico
acoplado a moléculas de difosfato de guanina (GDP), as proteinas G ® ™2 Esse intrincado de
peptideos é composto de trés subunidades: Go, GB e Gy. A conexd da Ang-1l com o AT,
determina a conversdo de GDP em trifosfato de guanina (GTP) junto a subunidade Ga, com
resultante dissociacdo dos agentes ativados Ga e GPy, 0s quais agem como importantes
mensageiros citosolicos ® 1. Dentre varias vias subjacentes, a proteina fosforilada Ga estimula,

principalmente, a molécula fosfolipase C (PLC), a qual induz a formacéo de trifosfato de inositol
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(IP3) e diacilglicerol (DAG), seguida da liberagdo citoplasmatica de Ca™" e subsequente ativacio
das proteinas quinases C (PKC) ) Na sequéncia, as PKCs ativam a familia de proteinas
quinases ativadas do mitdgeno (MAPK), que inclui os peptideos extracellular signal-regulated
kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK) e p38 (p38K) “**® (Figura 2). As MAPKs
regulam a transcricdo génica de diversos mensageiros envolvidos na sobrevida, apoptose,
diferenciacéo celular e remodelagdo cardiaca ‘™. A estimulacéo do eixo Go/ PLC/ IP3/ PKC/

MAPK canaliza as principais alteracfes fenotipicas secundarias a acdo da Ang-11 no miocardio

(16, 17)

Meio extracelular

Angiotensina Il l

)
Sarcolema

Miocéardio r Citosol

¥ YN
/ Proliferacdo e crescimento celular — Remodelagéo cardiaca patoldgica Num

AT/ receptor sarcolemal do tipo I, acoplado a proteina G; Goq: proteina quinase G, isoforma o; PLC: fosfolipase C;
DAG: diacilglicerol; PKC: proteina quinase C; MAPK: proteinas quinases ativadas do mitdgeno; P38K: proteina
quinase, isoforma 38; ERK: proteina extracellular signal-regulated kinase; JNK: proteina c-Jun N-terminal kinase.

Figura 2. Via de sinalizacdo molecular da angiotensina Il no miocardio

Em comum com a Ang-I11, dentre variados fatores de proliferacdo e crescimento
que regem a remodelacdo miocérdica, a insulina constitui um importante horménio sintetizado
pelas células B do pancreas com efeitos endécrinos em diferentes tecidos alvos 9. Embora

configure um hormonio classicamente envolvido na regulacdo do metabolismo glicémico, a
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insulina exibe a¢cdes multifatoriais, modulando variadas funcdes celulares, como metabolismo de
proteinas e lipideos, transporte de ions e aminoacidos, proliferacéo, diferenciagéo e ciclo celular,
apoptose e sintese de 6xido nitrico ™ %, No miocérdio, a cascata de sinalizacdo insulinica se
inicia com o acoplamento molecular desse hormonio a um receptor sarcolemal especifico — o
receptor de insulina (SRI). Esta estrutura, com capacidade tirosina-quinase intrinseca, exibe
complexa conformacéo estrutural, sendo composta por duas subunidades extracelulares o e duas
porcBes transmembranais # Y. A conexdo da insulina junto ao ARl determina a auto-
fosforilacdo de residuos especificos de tirosina, presentes nas subunidades A dessa organela
) Uma vez acionado, um importante ndmero de mensageiros moleculares sdo
reconhecidamente ativados pelo RI, incluindo membros da familia de substratos receptores de
insulina (IRS), isoformas da proteina adaptadora Shc, peptideos da familia SIRP, além das
proteinas Gab-1, p60, Cbl e APS ™. Dentre estes recrutamentos moleculares distintos, tem-se a
estimulacdo de dois importantes eixos moleculares que propiciam, respectivamente, respostas

proliferativas, comuns a remodelacdo cardiaca, e efeitos vinculados ao metabolismo de macro e

micronutrientes ®¥ (Figura 3).
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Composicéo estrutural do receptor de insulina, com as subunidades ¢, extracelular, e £, intracelular; Shc: Src
homology collagen; ERK: extracellular signal-regulated kinase; IRS-1: substrato receptor de insulina do tipo 1;
PI3K: fosfatidil inositol 3-quinase.
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Figura 3. Via de sinalizagdo molecular insulinica

Considerando-se as respostas proliferativas ligadas a insulina, a fosforilacdo de
isoformas de proteina adaptadora Shc envolve o recrutamento e estimulacdo do peptideo Ras que
estimula a proteina extracellular signal-regulated kinase (ERK), um subtipo de MAPK @Y. As
alteracdes fenotipicas carreadas por esta via sinalizadora envolvem sintese de proteinas e

crescimento celular, respostas associadas ao processo de remodelagio miocardica * 22,

No contexto metabolico, ao ser ativado, o SRI induz a fosforilacdo citosolica de
substratos receptores de insulina, envolvendo, principalmente, os subtipos IRS-1 e IRS-2 &, A
fosforilacdo de proteinas IRS designa sitios de reconhecimento para diversos mensageiros
biogquimicos com dominios SH2 destinados ao acoplamento com residuos de tirosina ™ 2.
Dentre essas moléculas, o acionamento do peptideo phosphatidil inositol 3 quinase (PI3K)
desencadeia acdes metabdlicas relacionadas a promocdo de sobrevida, remodelacdo cardiaca
fisiolégica e inibicdo da morte celular ® 2V (Figura 3). O PI3K configura uma proteina

heterodimérica, composta de uma subunidade catalitica p110 e uma subunidade regulatoria p85,
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a qual contém dominios SH2 destinados ao acoplamento com residuos de tirosina do fRI e com
IRS-1, no estado fosforilado 9. Esta cascata de fosforilagdes em tirosina determina,
majoritariamente, efeitos metabolicos, como sintese e translocacdo sarcolemal de receptores
GLUT-4 e CD-36, responsaveis, respectivamente, pela captacdo de glicose e acidos graxos de
cadeia longa “* 2V, Portanto, além da remodelagdo cardiaca, os efeitos endécrinos derivados da
acdo insulinica mostram-se extensivamente relacionados ao metabolismo miocardico de

glicideos e lipideos.

Em geral, o controle da sinalizagdo insulinica metabdlica esti associado a um
balango entre a modulagdo negativa e positiva dependente, respectivamente, de menor e maior
fosforilagdo de sitios especificos de tirosina de mensageiros metabdlicos da via fRI/ IRS/ PI3K
(19.20) " Como evidéncia da importancia da insulina na manutencdo da homeostase metabdlica,
disturbios de sinalizacdo molecular da via gRI/ IRS/ PI3K configuram as principais causas de

(24, 25)

resisténcia insulinica na obesidade , uma condi¢cdo de relevante abrangéncia

epidemiolégica, que afeta paises desenvolvidos e subdesenvolvidos ® 2", Sob esta circunstancia

clinica, tecidos classicamente ativados pela insulina, como figado, tecido adiposo e musculos

(19, 28)

esqueléticos, tornam-se menos sensiveis ao estimulo hormonal . Dentre os efeitos mais

precoces, incluem-se menor captacdo glicidica por adipdcitos e fibras musculares e inabilidade
insulinica em suprimir a gliconeogénese hepética > % Em resposta a este processo, as
celulas B pancreaticas ampliam a secrecdo de insulina, na busca de se manter a euglicemia; em
estados crénicos, este efeito culmina na instituicdo de hiperinsulinemia, muitas vezes

(28)

acompanhada de hiperglicemia sistémica “”. Em razdo da natureza pleiotropica dos efeitos

hormonais, a dessenbilizacdo insulinica impacta também no metabolismo de macronutrientes 9,

tornando comum a ocorréncia de desordens lipidémicas, além de hiperleptinemia e hipertensédo

arterial em obesos 18 1%24),

Entre 0os mecanismos de resisténcia a insulina na obesidade, incluem-se

diversos agentes, como citocinas inflamatérias, 4cidos graxos, estresse oxidativo e Ang-11 929,
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Inimeras investigacbes mostram que a obesidade esta associada com exacerbacdo do SRA;
todos os membros desse sistema, como angiotensinogénio, renina, aldosterona, enzima
conversora de angiotensina (ECA) e receptores AT;, sdo secretados pelo tecido adiposo e
regulados pelo grau de adiposidade ©®* " 39 A atividade plasmatica de renina, que catalisa a
formagdo de angiotensina | a partir do angiotensinogénio, esta aumentada em pacientes ¢+ 32 ¢
cdes ©® obesos. Em ratos, a formacdo de Ang-1l em compartimentos adiposos marrom ©* e
branco ®° foi bloqueada, respectivamente, pelo inibidor da ECA, captopril, e pelo antagonista de

AT, losartan.

Sistemicamente, a relagdo entre acionamento de receptores ATy pela Ang-1l e
resisténcia a insulina é evidenciada em estudos clinicos ©" *® e experimentais ***Y envolvendo
obesos. Nestes estudos, intervences farmacologicas, destinadas a atenuar a agdo da Ang-Il,
repercutiram em reducdo da pressdo arterial e melhor sensibilizacdo a agdo da insulina na
musculatura esquelética. Em ratos obesos da linhagem Zucker, com hiperinsulinemia e hiper-
ativacdo do SRA, intervencdes com inibidores da ECA “* *) e com antagonista de AT, “Y,
atenuaram a resisténcia sistémica a insulina, pressao arterial e dislipidemias. Portanto, processos
moleculares ativados pela insulina, via fosforilacdo de residuos de tirosina, podem sofrer
modulagdo negativa da Ang-1l ®, configurando um mecanismo de resisténcia insulinica

sistémica em ensaios clinicos e modelos genéticos de obesidade.

Como modulador heterélogo, a Ang-I1, por meio da ativacdo de receptores ATy,
interfere na sinalizacdo citosélica da insulina, regulando a fosforilacdo de tirosina e
dessensibilizando trés mensageiros de estimulos insulinémicos: o receptor, o IRS-1 e o PI3K ©
(Figura 4). Esta acdo inibitéria da Ang-Il pode ser efetivada por moléculas com propriedade
serina-quinase, como MAPK, dentre as quais ERK e JNK © 9. Embora este processo interativo
tenha sido demonstrado no tecido vascular, sdo escassas as evidéncias sobre a vigéncia desse
mecanismo no miocardio ®®. Carvalheira et al. “*) constataram, em ratos obesos Zucker, que a

infusdo aguda e isolada de Ang-Il culminou em inibicdo da via metabolica IRS-1/PI3K no
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miocardio. Além de ndo reverter esses efeitos, a administracdo de insulina associada a Ang-II
culminou em exacerbacdo da proteina MAPK-ERK, via Shc “¥; portanto, a interacdo entre Ang-
Il e insulina, além de resultar em resisténcia insulinica, pode ocasionar processos de sinalizagdo

direcionados a ocorréncia de remodelagéo cardiaca na obesidade.

Meio extracelular

Angiotensina 11 :. ‘

Sarcolema

Citosol

Crescimento e proliferacao celular Metabolismo de macro e

micronutrientes Nécleo

AT;: receptor de angiotensina Il do tipo I; RI: receptor de insulina; ERK: extracellular signal-regulated
kinase; JNK: c-Jun N-terminal kinase; SHC: Src homology collagen; IRS-1: substrato receptore de
insulina do tipo 1; PI3-K: fosfatidil inositol 3 quinase; | : ativacéo; L: inibicéo.

Figura 4. Interacdo molecular entre angiotensina Il e insulina

Sob estas consideracdes, intervencdes com inibidores da ECA “?%¥ e antagonista
de AT, “Y atenuaram a hipertrofia miocitaria “* *? e a fibrose intersticial miocardica “*, além
de promover beneficios metabolicos em ratos geneticamente obesos Zucker. Portanto, a
resisténcia insulinica constitui um processo molecular seletivo que envolve, predominantemente,
efeitos metabolicos restritos a via fRI/ IRS/ P13-K, com preservacgdo ou, inclusive, exacerbacéo
de mecanismos proliferativos resultantes da ativacdo de MAPK ©* *9_ Nesta perspectiva, é
possivel se recear que esses processos configurem causas de resisténcia a insulina e remodelagao
miocardica em modelos experimentais de obesidade exdgena. No aspecto fisiopatoldgico, é bem

evidenciado que esta modalidade de investigacdo é mais representativa da obesidade humana “*
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) Contudo, poucos estudos confirmaram a associacéo entre acionamento de AT, remodelag&o
e resisténcia a insulina no miocardio de roedores com obesidade exdgena, isto €, induzida por
dieta. Du Toit et al. “” constataram aumento dos niveis sistémicos de Ang-II e hipertrofia do
miocito em ratos Wistar obesos por dieta hipercalorica. A administragdo de um antagonista de
AT; culminou em minimizacdo da remodelagdo cardiaca. Variavelmente, entretanto, os autores
constataram modificacbes metabdlicas discretas, sem confirmacgdo de hiperinsulinemia sistémica

e ndo investigaram a sinalizacdo insulinica no coracdo de ratos com obesidade exdgena.

Considerando-se a associagdo entre distlrbios metabolicos e remodelacdo
cardiaca, inumeros trabalhos procedentes de nosso laboratério mostraram que ratos obesos por
dieta hipercaldrica apresentam importantes desordens metabdlicas, como dislipidemias e
resisténcia a insulina, hormonais, como hiperleptinemia, e remodelacao cardiaca, subsidiada por
hipertrofia miocitaria e nuclear, fibrose intersticial, desordens funcionais e alteracdes fenotipicas
de protefnas contréteis “®*. Levando-se em conta o papel do acionamento de receptores AT,
como agente promotor de efeitos sistémicos e cardiovasculares, na obesidade, é relevante se

sugerir que o0 SRA mantenha relacdo com as alteracfes apresentadas nesses estudos prévios.

Assim, o proposito deste trabalho € testar a hipotese de que a obesidade acarreta
distarbios metabolicos, endocrinos e cardiovasculares, incluindo remodelacdo e resisténcia
insulinica cardiaca, anormalidades que estdo associadas com ativacdo de receptores AT;. Para
consolidar estes preceitos, o blogueio de receptores AT; deve amainar, parcial ou totalmente,
esses disturbios derivados da condicdo biométrica. Para tanto, serdo analisados o perfil
metabolico e enddcrino e comportamento cardiovascular, pautado em analises hemodindmicas in
vivo e estudo post-morten da remodelacdo cardiaca, nos aspectos morfoldgico, funcional e

molecular.
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2. MATERIAL E METODOS
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e protocolo experimental

Foram utilizados 52 ratos da linhagem Wistar Kyoto (WKY), machos e com 60
dias de idade, obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — campus de Botucatu/ SP. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais: WKY-DN (n=26), WKY-DH (n=26). O grupo WKY-DN foi tratado com racéo
normocaldrica comercial (Agroceres®) ®°° e 4gua ad libitum. O grupo WKY-DH foi submetido
a uma dieta hipercaldrica, composta de uma combinacdo de cinco diferentes dietas (DH-I, DH-II,
DH-111, DH-1V e DH-V), sucedidas semanalmente, por um periodo de 30 semanas.

Embora irrefutavel montante de estudos sobre obesidade exdgena seja

) (45, 47, 48, 52, 60)

fundamentada em ratos da tradicional espécie Rattus novergicus (Wistar , NO

presente trabalho, a insercdo de congéneres WKY foi pautada em evidéncias precedentes “°
%) Em face de dietas com importante aporte lipidico e sacarideo, ratos WKY revelaram ser mais
susceptiveis a desordens enddcrinas e cardiovasculares e, inclusive, menor sobrevida, em
comparagdo a animais Wistar % %2 Aliado a essas premissas, evidéncias relacionadas a ratos
Wistar obesos, obtidas em nosso laboratério, tém se mostrado conflitantes; como exemplo,
enquanto alguns estudos “® %2 documentaram ocorréncia de hipertensdo arterial e hipertrofia
cardiaca, investigacBes mais recentes néo reproduziram esses achados ©3 9.

Em consideracdo a idade inicial dos animais estudados, inUmeros trabalhos
prévios “® 5257 sobre ratos Wistar com obesidade exdgena envolveram, em geral, parcelas na
faixa etaria de 30 dias, recém-desmamadas. Em contraste, em conformidade com investigacdes
precedentes “% %%, os animais WKY do presente estudo portavam, inicialmente, 60 dias de idade,

configurando-se adultos jovens. Estas dissensdes entre os modelos decorrem do fato de que os

congéneres WKY constituem um modelo experimental de depressdo infantil ©®. Nesta
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perspectiva, animais WKY pré-puberes comumente apresentam maior susceptibilidade a
depresséo e ansiedade manifestadas ao isolamento social precoce % . Individualizados, podem
desenvolver comportamento letargico, culminando em menor ingestdo nutricional e consequente
subdesenvolvimento ponderal, um quadro conhecido como anhedonia ©®. Portanto, para
assegurar que esta condicdo nao se manifestasse ap6s o acondicionamento em caixas individuais,
a faixa etéria inicial da amostra inteirou 60 dias.

Apo6s 30 semanas de intervencdo dietética, cada grupo foi separado em dois
subgrupos: DN e DN+Los; DH e DH+Los. Os subgrupos DN e DH continuaram recebendo as
respectivas dietas durante mais um ciclo de cinco semanas de intervencdo. Durante periodo
semelhante, os grupamentos DN+Los e DH+Los, além do suporte nutricional, foram tratados
com losartan (Los), um farmaco antagonista de receptores AT;, na dosagem diaria de 30 mg/kg
de massa corporal “”. O medicamento foi administrado junto & agua ingerida pelos animais dos
grupos DN e DH, na proporcao de 0,5 a 0,75 g por litro de &gua, respectivamente, para 0s grupos
DN e DH. Estas diferentes diluicbes foram pautadas em estudo piloto, realizado entre
agosto/2008 e mar¢o/2009. Além de bloquear o acoplamento sarcolemal da Ang-Il, na dosagem
prescrita, a administracdo de losartan culmina em inibicdo enddégena da ECA, designando
reduzida formagéo local de Ang-11 @©,

Classicamente, o losartan configura um farmaco com propriedades de
antagonismo competitivo e altamente seletivo de receptores AT, ©**". Embora muitos outros
bloqueadores de AT;, componentes da familia Sartans © ¢, sejam reconhecidamente eficazes e
bem utilizados clinicamente, o losartan foi o primeiro composto ndo-peptidico desenvolvido
industrialmente. O principio de acdo deste antagonista de AT; € mediado pela presenca da
unidade quimica bifenil tetrazole ©”; este atributo fundamenta também a acdo dos demais
bloqueadores do receptor AT;. Quanto a propriedade seletiva, apesar de outros receptores de
Ang-11, como AT, e AT,4, serem bem caracterizados, o losartan revelou ser 10 mil vezes mais

seletivo a receptores AT; em relacdo ao AT, ®. Subsequente & ingestdo, o medicamento é
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rapidamente absorvido em 30 a 60 minutos, sendo que a maior por¢do é metabolizada via
oxidacdo enzimatica exercida por citocromos da familia P450 e/ou mediante mecanismos de
glucoronidacdo efetuada por UDP-glucronyl transferases . A principal via de processamento
metabélico do losartan é derivada da ac&o de isoenzimas P450 ©®); nesses processos, a oxidac&o
do losartan culmina na formacdo do metabdlito E3174, que é 10 a 40 vezes mais potente do que
o proprio medicamento original e é responsavel pelo blogueio intransponivel do receptor AT; ©®
%) Enquanto a meia-vida do losartan esta na faixa de 1,5 a 3,2 horas, a meia-vida do E3174 se
estende de 4,4 a 6,4 horas ©°.

Além do controle medicamentoso, a ingestdo alimentar foi mensurada
diariamente, enquanto a ingestdo hidrica foi aferida semanalmente. No decorrer da etapa
experimental, os ratos foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com temperatura
controlada (22 £ 2°C) e ciclos de luminosidade (12:12 h). O protocolo experimental foi aprovado

pela Comissdo de Etica Experimental em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu —

UNESP.

2.2. Composicao das dietas

As dietas experimentais seguiram as especificacbes do “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals”, publicado pelo “U. S. National Institutes of Health” ©%. Detalhada
composicdo bromatolégica foi recentemente publicada ®* %. As racées DH-1, DH-2, DH-4 e
DH-5 foram preparadas a partir de uma mistura de dieta padrdo e alimentos industrializados,
complementada com adequada suplementacdo vitaminica e mineral. As dietas hipercal6ricas
apresentaram maior densidade energética em relacdo a dieta padréo (4,6 kcal/g vs. 3,2 kcal/g)
®0 Entretanto, enquanto as intervengdes DH-Il e DH-IV continham maior aporte lipidico, os
tratamentos DH-1 e DH-5 também exibiam importante concentracdo de carboidratos,

especialmente sacarose. Com relagdo a DH-3, junto a dieta padrdo, ministrou-se sacarose
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adicionada a agua ingerida pelos animais. As cinco intervencdes eram isocaldricas entre si e
portavam cerca de 30% a mais de energia, comparadas a dieta padrdo. Inimeros estudos de

nosso grupo de pesquisa utilizaram modelo similar de indugdo & obesidade em ratos “¢59.

2.3. Avaliagdo nutricional e biométrica

Para caracterizar 0os grupamentos experimentais segundo condi¢cdo biométrica, a
avaliacdo nutricional englobou ingestdo cal6rica, eficiéncia alimentar e adiposidade corporal. A
ingestdo calorica foi calculada pela seguinte férmula: ingestdo alimentar semanal multiplicada
pelo valor calérico de cada dieta “3°* ™ ™) Com a finalidade de analisar a capacidade de
conversao da energia alimentar consumida em massa corporal, foi considerado a eficiéncia
alimentar (EA), obtida a partir da relacdo entre variacdo ponderal total (g) e energia total
ingerida (Kcal) pelos animais &% 707,

Por sua vez, a composicao biométrica envolveu a massa corporal, adiposidade e
indice de Lee . A massa corporal foi mensurada semanalmente, utilizando-se uma balanca
digital Mettler® modelo Spider 2 (Toledo do Brasil IndUstria de Balancas Ltda, S&o Bernardo
do Campo, S&o Paulo, Brasil). Para a obtencdo das informagdes sobre a adiposidade, foi
mensurada a gordura provinda de depoésitos segmentares especificos. Apds a eutandsia, foram
executadas toracotomia e laparotomia mediana para remocéo de fragmentos cardiopulmonares e
retirada de tecidos adiposos brancos dos compartimentos retroperitoneal, epididimal e visceral.
Por conseguinte, um indice de adiposidade (%) foi obtido a partir da relacdo percentual entre

massa adiposa e massa corporal final: SADx100/MC ©*®_ Para a obtencéo do indice de Lee,

considerou-se a relagdo: MC(g)**/comprimento naso-anal (cm) .
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2.4. Critério para permanéncia amostral e constituicdo dos grupos experimentais

Em ensaios cientificos de natureza experimental, embora fixadas as condic¢des
ambiente e operacional, o acaso e a individualidade inerente as parcelas de estudo podem
contribuir para a obtencéo de importante heterogeneidade de resposta, ainda que fixado o fator
de investigacdo. Assim, animais sob intervencdes similares podem externar relevante
variabilidade de comportamento .

Sob estas consideracfes, ao final do periodo experimental de 35 semanas, foi
construido um intervalo de 95% de confianca para a média do indice de adiposidade corporal de
cada subgrupo (DN e DH; DN+Los e DH+Los). A seguir, foi estabelecido um ponto de
separacdo (PS) para referenciar os valores de adiposidade dos animais de cada subgrupo. Fixado
0 nivel de medica¢do, o ponto médio entre o limite superior do subgrupo DN e o limite inferior
do subgrupo DH. Foram excluidos animais do subgrupo DN com indice acima do PS e do
subgrupo DH com valores abaixo do PS ©%. Procedimento similar foi realizado para os
subgrupos submetidos a administracdo de losartan, DN+Los e DH+Los.

Frente a nova composi¢do amostral, os subgrupos DN, DH, DN+Los e DH+Los
passaram a corresponder, respectivamente, aos grupos de estudo C (Controle), OB (Obeso),
C+Los (Controle tratado com losartan) e OB+Los (Obeso tratado com losartan), caracterizados
pelas quatro combinacdes resultantes dos dois fatores de interesse da pesquisa: condicao

biométrica e medicacdo (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribui¢do dos animais segundo grupos de estudo

Grupo de estudo Inicio Final
Exclusdo Incluséo
C (DN)* 13 4 (0,308) 9 (0,692)
OB (DH)* 13 3(0,231) 10 (0,769)
C+Los (DN+Los)* 13 3(0,231) 10 (0,769)
OB+Los (DH+Los)* 13 3(0,231) 10 (0,769)

(*) Origem do animal quanto aos subgrupos iniciais; teste de homogeneidade de Goodman; p>0,05.

2.5. Perfil metabdlico

Para avaliar se a obesidade induziu alteragdes no metabolismo glicémico e
lipidémico e se a combinacdo da condi¢do biométrica com losartan afetou este comportamento,
os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose e as anélises de glicemia e lipidemia
de jejum. Os procedimentos in vivo foram conduzidos em dois momentos, na 30% e na 352
semana de experimentacdo. A caracterizacdo lipidémica e glicemia basal, obtidos em jejum,

foram processadas ao final do protocolo, isto é, concluidas 35 semanas experimentais.

2.5.1. Teste de tolerancia a glicose

Como conduta padréo, apos jejum de 12 horas, amostras sanguineas provenientes
da artéria caudal foram utilizadas para a mensuracdo glicémica na condi¢do basal. Em seguida,
procedeu-se a administracdo intraperitoneal de glicose a 20% (Glicose Monohidratada, Merck,
S&o Paulo, Brasil), em dosagem equivalente a 2 g/kg ®. Os niveis glicémicos foram ent&o
avaliados no decorrer de 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos “**V. O aparelho utilizado foi o

glicosimetro ACCU-CHEK GO KIT (Roche Diagnostic Brazil Ltda, SP, Brazil).
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2.5.2. Glicemia e lipidemia

Para explorar se a combinacéo entre obesidade e losartan promoveu alterac6es de
glicemia e lipidemia, foram analisados os niveis sericos de glicose, lipoproteinas de alta (HDL) e
baixa densidade (LDL), colesterol total, triglicérides e acidos graxos ndo-esterificados (NEFA).
Concluidos os procedimentos de andlise in vivo, os animais foram mantidos em jejum por um
periodo de 12 a 15 horas, submetidos a anestesia intraperitoneal com pentobarbital sodico (50
mg/kg) e eutanasiados por decapitacdo. Amostras sangiuineas foram coletadas, centrifugadas
(3000 rpm) e armazenadas a —80 °C. Posteriormente, foram avaliadas as concentragdes sericas de
glicose, triglicérides, colesterol total, HDL, LDL e glicose, por método enzimatico com Kits
especificos (Kovalent diagnosis, Kovalent do Brasil Ltda., Rio de Janeiro/RJ) “**Y. Os niveis de
NEFA foram obtidos, utilizando-se de um kit colorimétrico (WAKO NEFA-C, Wako Pure

Chemical Industries, Osaka, Japan) "%,

2.6. Perfil enddcrino

Para analisar se a condigdo biométrica se associou com modificacdes dos niveis
de insulina e leptina e, em adicdo, se o bloqueio de receptores AT; amortizou esses efeitos,
foram avaliadas fracGes séricas desses dois indicadores hormonais. Concluida a coleta sanguinea
poOs-eutanasia, as concentracdes de leptina e insulina foram determinadas por ELISA com auxilio
de leitor de micro-placa (Spectra MAX 190, Molecular Devices, USA), e kits apropriados (Linco
Research Inc., St. Louis, MO, USA) “¢51).

Ademais, para investigar alteracbes no metabolismo de insulina, quanto a
captacdo de glicose, considerou-se o indice de resisténcia insulinémica (HOMA - homeostatic
model assessment) "* ™, o qual relaciona mensuracdes sistémicas de glicose e insulina pés-

jejum. Este calculo foi realizado pela formula: [Glicose (mg/dI) x Insulina (ng/m1)]/405 47,
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Para investigar a atividade do SRA nas diferentes condi¢cbes biométricas e o
impacto da administracdo de um antagonista de AT; sobre a mesma, procedeu-se com a
avaliacéo sistémica da atividade da ECA. A atividade sérica da ECA foi determinada utilizando-
se de derivados de Abz-FRK(Dnp)P-OH como substrato e mensuragdes continuas de
fluorescéncia, em conformidade com os métodos ja estabelecidos ™ "”. Os ensaios foram
realizados a 37°C, em solucdo tampéo de 0,1 M Tris-HCI, pH 7,0, contendo 50 mM de NaCl e
10uM de ZnCl,. A taxa de hidrdlise dos substratos intramoleculares fluorogénicos Abz-YRK-p
(DNP) (10 mM) incubados com aliquotas de soro por 30 min a 37 °C foi avaliada para a
obtencdo da atividade enzimatica da ECA. Incrementos de fluorescéncia ao longo do tempo
foram registrados sob a razdo de 420 nm de emissdo por 320 nm de excitacdo. A atividade da
ECA foi expressa como unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF)-min™-mg*x1000. Todos os
procedimentos analiticos foram realizados no Laboratério de Bioquimica da Escola de Educacgéo

Fisica e Esporte - Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo/SP.

2.7. Perfil cardiovascular in vivo

Para verificar a influéncia da combinacdo da condicdo biométrica e losartan sobre
0 comportamento cardiovascular in vivo, foram realizadas anélises da pressdo arterial sistdlica
(PAS), por meio de pletismografia, e estudo da morfologia e funcdo ventricular, mediante

ecocardiograma.

2.7.1. Pressao arterial sistolica

A PAS foi aferida indiretamente por meio de pletismografia caudal ®, a partir de

um electro-sphygmomanometer Narco Bio-System®, modelo 709-0610 (International

Biomedical, Inc, USA). Como procedimento padrdo, para promover vasodilatagdo da artéria
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caudal, os animais foram inicialmente submetidos a um aquecimento a temperatura de 40° C
durante 5 minutos, no interior de uma caixa de madeira (50cmx40cm), preenchida com
maravalhas autoclavadas. Um manguito foi ajustado em torno da cauda e conectado a um
transdutor de pulso. Posteriormente, realizou-se insuflacdo seguida da desinsuflagdo até que as
pulsacdes arteriais fossem registradas em poligrafo Gould, modelo RS 3200 ®. As mensuracdes

pressoricas foram tomadas em dois momentos: apds a 30% e a 35% semanas de experimentagéo.

2.7.2. Analise da morfologia e funcéo cardiaca

A analise ecocardiogréafica foi realizada ap6s a 35% semana experimental. Como
conduta padrdo, os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/IP;
Dopalen ®, Sespo Industria e Comércio Ltda — Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e
cloridrato de xilazina (1,0 mg/kg/IP; Anasedan®, Sespo Industria e Comércio Ltda — Divisdo
Vetbrands, Jacarei, S&o Paulo, Brasil). Na sequéncia, foi realizada tricotomia na regido anterior
do térax e os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo para realizacdo do
ecocardiograma. O ecocardiografo utilizado foi o modelo Phillips® HDI 5000 (Phillips
Electronics North America Corporation, New York, USA), equipado com transdutor eletrénico
de 12 MHz de frequéncia. Para a mensuracdo das estruturas cardiacas, foram obtidas imagens em
modo monodimensional (modo-M) com o feixe de ultrassom orientado pelas imagens em modo
bidimensional, estando o transdutor em posicdo paraesternal eixo menor. A imagem do
ventriculo esquerdo (VE) foi obtida posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da
valva mitral no nivel dos mésculos papilares “**Y. J4 as imagens da aorta e do &trio esquerdo
foram obtidas com o cursor do modo-M posicionado ao nivel do plano da valva adrtica.

As imagens obtidas foram registradas em impressora modelo UP-890 da Sony Co.
Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas, manualmente, com o auxilio de um

paquimetro. No momento em que o didmetro da cavidade ventricular fosse maximo, foram
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mensurados o diametro diastdlico do VE (DDVE) e as espessuras diastolicas da parede posterior
do VE (EDPP) e do septo interventricular (EDSIV). Quando o didmetro da cavidade fosse
minimo, foram avaliados o diametro sistdlico (DSVE) e as espessuras sistolicas da parede
posterior (ESPP) e do septo interventricular (ESSIV). O atrio esquerdo (AE) foi medido no
momento em que seu didmetro fosse maximo. A massa do VE (MVE) foi calculada de acordo
com a férmula: MVE=[(DDVE+EDPP+EDSIV)3-(DDVE)®]x1,04; e as seguintes variaveis
foram derivadas das dimensdes acima descritas: espessura relativa do VE (2XxEDPP/DDVE),
relagdes DDVE/PC e AE/MC, e indice de MVE (IMVE, MVE/MC). A func&o sistdlica do VE
foi avaliada pelos seguintes indices: porcentagem de encurtamento mesocardico (% Enc.
Meso)=[(DDVE + %EDPP + %EDSIV) - (DSVE + %ESPP + %ESSIV)]/(DDVE + %EDPP +
LEDSIV); porcentagem de encurtamento endocardico (% Enc. Endo) = [(DDVE -
DSVE)/DDVE]; velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP). A funcao diastolica
foi analisada pelos indices de razdo entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial
(onda E) e da contragéo atrial (onda A) do fluxo transmitral (E/A), tempo de desaceleracéo da

onda E (TDE) e tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV).

2.8. Perfil cardiovascular post-morten

Para conferir se a obesidade se associou com indicios de remodelacao cardiaca e
se 0 antagonismo de AT; reverteu estes efeitos, foram conduzidas analises morfoldgicas
estruturais nos aspectos macro e microscopico, e composicdo de miosinas de cadeias pesadas
(MHC). Em adicéo, para investigar o papel do acionamento de receptores AT; na determinacao
de remodelacdo e resisténcia a insulina miocardica, foram analisadas a expressdo de
angiotensina, extracellular signal-regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinases (JNK) e dos
seguintes peptideos da via insulinica: receptor de insulina (5RI) e phosphatidil inositol 3 quinase

(PI13K).
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2.8.1. Analise morfoldgica macroscopica

A caracterizacdo morfoldgica macroscopica abrangeu a analise das seguintes
variaveis: massa cardiaca total (MCT), massa dos atrios (MA), massa do ventriculo direito
(MVD) e esquerdo (MVE) e respectivas relacdes entre essas varidveis e a massa corporal final
(MCF) e o comprimento da tibia. O estudo histolégico envolveu mensuracfes morfométricas de
cardiomiécitos e da matriz extracelular. Os procedimentos de coloracdo e leitura das laminas

histoldgicas sdo detalhados na sequéncia.

2.8.2. Analise morfoldgica microscopica do tecido cardiaco

Os procedimentos para confeccdo de laminas histoldgicas procederam de métodos
previamente utilizados em estudos prévios “#°* ™. As preparacdes histoldgicas foram realizadas
no Laboratdrio Experimental de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.
Apos toracotomia mediana e remocao cardiaca, amostras da parede anterior do ventriculo
esquerdo foram retiradas a partir de incisdo transversal a seis mm do &pice. Como procedimento
de fixacdo, os fragmentos foram imersos em solu¢do tamponada de formol a 10%, na qual foram
mantidos por 48 horas. A seguir, cada fragmento miocéardico foi banhado em agua corrente por
24 horas e imersos em solucéo de etanol a 70%, onde foram mantidos por mais 48 horas. Apds a
etapa de fixacao, os materiais foram inclusos em blocos de parafina.

Cortes histologicos de 7 pum de espessura foram coletados em laminas
histologicas e corados com solugdo de hematoxilina-eosina para a avaliagdo morfométrica de
cardiomidcitos. Similarmente, laminas contendo seccOes teciduais de sete um de espessura foram
submetidas a coloracdo com técnica de picro-sirius red (PSR). Para o calculo morfometrico de
areas transversas celulares, um minimo de 100 cardiomiocitos foi amostrado de cada animal.

Como principio de anélise, estas células deveriam advir da camada subendocardica ventricular



47

(4851 79 para a avaliacdo morfométrica do ncleo, além da procedéncia celular, como

condicionante analitica, foram consideradas organelas nucleares com formato eliptico e situadas
no centro geometrico dos cardiomiocitos. Como variaveis de medidas do nucleo miocitario,
foram tomadas a area eliptica e o volume elipséide; para a estimativa volumétrica, considerou-se
a formula: V = nAB%6; as medidas A e B consistiram, respectivamente, de mensuracdes do
maior e menor didmetro nuclear ©° 881,

As laminas coradas por PSR foram utilizadas para a quantificacdo do conteudo de
colageno do meio intersticial miocardico, avaliado por meio de videodensitometria. Retidas as
imagens, os componentes do tecido cardiaco foram identificados, segundo a cor realgada. Os
filamentos de colageno refletiram a cor vermelha enquanto os miécitos revelaram a coloracéo
amarela. A fracdo intersticial de colageno envolveu a medida relativa (%) do contetdo de
colageno sob toda a extensdo tecidual. Um minimo de 20 campos foi utilizado e regides
perivasculares foram desconsideradas.

Como instrumental analitico, os cortes histoldgicos foram projetados em aumento
de 40 vezes com o auxilio de microscépio, LEICA DM LS, acoplado a uma camera de video que
projeta imagens digitais em um microcomputador IBM, equipado com programa analisador de
imagens. O célculo de areas miocitarias foi obtido com utilizacdo do software Image Pro-plus
(Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA); para as demarca¢des morfométricas do
nucleo, foram consideradas imagens digitais projetadas em um sistema computacional, equipado

com programa Scion Image (Wayne Rasband at NIH, Bethesda MD, USA).

2.8.3. Analise das cadeias pesadas de miosina do miocardio

A separacdo das isoformas de MHC do miocéardio foi realizada por meio de

eletroforese em gel de poliacrilamida duodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) ©*5Y.
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2.8.3.1. Processamento de amostras

Porcbes da parede anterior do ventriculo esquerdo (200-300ug) foram
homogeneizadas em aparelho Polytron (lka Ultra Turrax™ T25 Basic, Wilmington, USA) com
tampdo hipotdnico de lise (fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, sucrose 0,3 M, DTT 0,5 mM,
EDTA 1 mM pH 8,0, PMSF 0,3 mM, NaF 10 mM e inibidor de fosfatase). O processo foi
realizado trés vezes durante 10 segundos a 4° C, com intervalos de 20 segundos. O produto da
homogeneizacdo 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 determinada utilizando-se as curvas de BSA Protein

Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padréo ©2.

2.8.3.2. Preparacdo e composicao de géis

A preparacdo e composicdo do gel de resolucdo (gel de corrida) procederam dos
métodos de Talmadge e Roy ® e Reiser e Kline ¥, modificando-se a concentracéo de glicerol
conforme Vescovo et al. ®. O gel de poliacrilamida a concentracdo de 8% foi constituido por
solugéo acrilamida/ bisacrilamida (30,8%), glicerol (37,5%), solugéo 1,5 M de Tris (pH 8,8),
10% de solucdo de duodecilsulfato de sodio (SDS), 10% de persulfato de amonio (APS) e 0,06
% de Temed. A etapa de polimerizacdo do gel se estendeu por aproximadamente uma hora.

Similarmente, a preparacao e composicdo do gel de empacotamento seguiram 0s
métodos descritos por Talmadge e Roy ®® e Reiser e Kline ®. O gel de poliacrilamida a 4% foi
composto por solucdo de acrilamida/ bisacrilamida (30,8%), agua deionizada, 5% de glicerol,
solugcdo 1,5 M de Tris (pH 8,8), 10% de SDS, 10% APS e 0,06% de Temed. Este gel foi
ministrado sobre o gel de resolucdo polimerizado. Concluida a polimerizacdo do gel de

empacotamento, uma solucdo de azul de bromofenol foi aplicada em cada pog¢o, como marcador
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da corrida eletroforética. A eletroforese foi executada em concentragdes de 12 pg de proteina por

amostra.

2.8.3.3. Eletroforese de proteinas cardiacas

O equipamento de eletroforese utilizado foi o modelo HOEFER SE600
(Pharmacia, Amersham Biosciences, USA), com espacamento de 0,75 mm para aplicacdo dos
géis. Inicialmente, as placas de vidro (16cmx18cm) a serem utilizadas na montagem da cuba
foram asseadas com agua e sabdo neutro e esterilizadas com solucéo de etanol a 100%. A seguir,
o conjunto foi disposto sobre superficie plana para secagem ao ar livre .

A separacdo das isoformas de MHC foi efetuada sob corrente constante a
voltagem de 70 volts ®®. Duas solucdes tampdes foram constituidas para a realizacdo da corrida
eletroforética: solugdo tampé&o superior, com 50 mM de Tris, 384 mM de glicina, pH 8,3, 0,2%
SDS e 546 ul de 2-mercaptoetanol, e solucdo tampdo inferior, que possuia a mesma composicao,
excetuando-se 0 acréscimo de 2-mercaptoetanol. Durante a execucdo do processo, a temperatura
da solucdo tampédo inferior foi mantida constante (20° C), com a utilizacdo de um banho
circulante de refrigeracdo (Modelo TE 2000, Tecnal® — Séo Paulo/SP, Brasil). Foi procedida a
eletroforese de pequenas quantidades dos extratos (5-8 ul), em gel de resolucédo a 8% e gel de
empacotamento a 4%, durante 40 horas de corrida a 70 V e, em seguida, corado com Coomassie
Blue. Por fim, as isoformas de MHC foram identificadas de acordo com sua massa molecular, e a
porcentagem relativa de cada tipo foi quantificada por densitometria.

Todos os procedimentos de analise das cadeias pesadas de miosina do miocéardio

foram reproduzidos de dois estudos recentes vinculados ao nosso grupo de pesquisa ©% Y.
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2.8.4. Avaliacao da expressdo de proteinas cardiacas

A expressao de proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo principiadas pela
Ang-11 e insulina foi realizada pela técnica Western Blot seguindo as seguintes etapas: extragdo
tecidual de proteinas, eletroforese em gel, transferéncia das proteinas para membrana de
nitrocelulose, identificacdo das proteinas por anticorpos especificos e quantificacdo das bandas
por densitometria. A expressdo dos peptideos foi normalizada pela expressdo da proteina
constitucional glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).

Inicialmente, fragmentos amostrais (80-100 mg) foram homogeneizados com 800
uL de tampdo de extragdo contendo NaCl 100 mM, TritonX-100 1% (v/v), desoxicolato de sddio
0,5% (w/v), SDS 0,1 % (w/v), glicerol 10% (v/v) Tris 10 mM (ph 7,4), EDTA 1 mM, EGTA 1
mM, ortovanadato de so6dio 1 mM, NaF 10 mM e inibidores de proteases (P2714, Sigma-
Aldrich). A seguir, o homogenato foi centrifugado por 20 min, a 12000 rpm a 4° C, para
eliminacdo de material insoltvel. O sobrenadante foi coletado e separado em aliquotas, que
foram armazenadas a -80° C. Uma das aliquotas foi utilizada para quantificacdo de proteina pelo
método de Bradford. Para cada proteina alvo, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida
a4°C (30 mina50Ve2hal20 V), com 50 ug de proteina. Apos eletroforese, as proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose em sistema de transferéncia imida por 90
min a 120 V, 4° C. A seguir, a membrana foi incubada em solucéo de leite desnatado 5 % em
temperatura ambiente por duas horas para prevenir ligacdes inespecificas com os anticorpos
primario e secundario. Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST (tamp&o contendo
Tris, NaCl e Tween 20) e incubada durante a noite, a 4° C, com anticorpo primario especifico.
No dia subsequente, a membrana foi lavada com TBST e incubada a temperatura ambiente por
90 min com anticorpo secundario (conjugado a peroxidase) adequado para ligagdo com o
anticorpo primario, de acordo com recomendacdo do fabricante. A seguir, a membrana foi

incubada com Super Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce Protein Research
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Products, Rockford, USA) para deteccdo do anticorpo ligado a membrana e foi obtida a auto-
radiografia. Apos obtencdo do filme com as bandas referentes a proteina alvo, a membrana foi
incubada com Restore Western Blot Stripping Buffer (Pierce Protein Research Products,
Rockford, USA) para remogdo dos anticorpos ligados a membrana. A seguir, foi realizado
novamente o processo de bloqueio e a membrana foi incubada durante a noite, a 4° C, com
anticorpo primario para a proteina constitutiva GAPDH (6C5, SC-32233, diluicdo 1:10000,
Santa Cruz Biotechnology). O procedimento foi realizado da mesma forma como descrito
anteriormente até a deteccdo do sinal e obtencdo da auto-radiografia. Os filmes foram, entdo,
escaneados e as bandas quantificadas por densitometria utilizando-se software especifico €.
Para avaliagdo dos mecanismos dependentes da acdo da angiotensina Il, foram utilizados
anticorpos para deteccdo de angiotensina (SC-7419), ERK (SC-93) e JNK (SC-137019). Cabe
realcar que o anticorpo SC-7419, demarca peptideos precursores da Ang-ll, como
angiotensinogénio e angiotensina I, e Ang-Ill. Para analise dos peptideos ativados pela acdo da
insulina, foram empregados anticorpos para expressdo de subunidade B do RI (SC-711) e p85 do
PI3K (SC-1637). Considerando-se a fosforilagdo em tirosina, foram também empregados
anticorpos para expressdo de subunidade B do RI fosforilada em residuos de tirosina nas
posicdes 1162 e 1163 (SC-25130) e p85 do PI3K fosforilada sobre em tirosina na posicdo 508

(SC-12929).
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2.9. Procedimentos de analise estatistica

A comparagdo da ingestdo média de losartan foi realizada pelo teste t de Student
para amostras independentes e a homogeneidade de permanéncia dos animais nos grupos de
estudo pelo teste de homogeneidade de Goodman. O comportamento nutricional, perfil
glicémico e a pressao arterial sistélica avaliados em diferentes momentos de mensuragéo, foram
analisados por meio da técnica de analise de variancia para o esquema de dois fatores
independentes no modelo de medidas repetidas complementada com o teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni ®®. As demais variaveis de estudo foram analisadas por meio da técnica
da analise de variancia para o esquema de dois fatores complementada com o teste de
comparagOes multiplas de Tukey, quando a varidvel mostrou aderéncia a distribuicdo gaussiana
e, na auséncia desta, por meio de técnica semelhante ndo paramétrica complementada com as

(89)

comparacGes mdultiplas de Dunn Todas as conclusdes estatisticas foram tomadas

considerando-se o nivel de 5% de significancia.
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3. RESULTADOS
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3. RESULTADOS

Na presente secdo, sdo apresentados os resultados dos quatro grupos
experimentais, constituidos pela combinacdo de dois fatores sob estudo: condicdo biométrica e
medicacdo. Considerando-se 0s grupos sob losartan, abaixo sdo apresentados os valores médios
de ingestdo farmacoldgica diaria, mostrando que a administracdo de losartan nao foi afetada pela

condicdo biométrica (Tabela 2).

Tabela 2. Média e desvio-padrdo da ingestdo diaria de losartan (mg/Kg de massa
corporal) segundo condi¢do biométrica

Condicdo Biométrica
Controle (C+Los) (n=10) Obeso (OB+Lo0s) (n=10)

Losartan 326+24 310+41
Teste t de Student para amostras independentes; p>0,05.

Droga

3.1. Caracterizagdo nutricional e biométrica

Os atributos relacionados ao comportamento nutricional, como ingestdo calorica,
eficiéncia energética, consumo hidrico e também a evolugdo ponderal, analisados segundo a
combinacdo de condi¢do biométrica, medicacdo e momento de avaliacdo, sdo apresentados na
Tabela 3. A adiposidade corporal é detalhada nas Figuras 5A e 5B. Sobre o comportamento
alimentar, no periodo inicial de 30 semanas, 0s animais obesos consumiram menor quantidade de
racdo e dgua em relacdo as contrapartes controle. Embora a ingestdo hidrica seja alterada com o
progresso do periodo experimental, a ingestdo caldrica foi reduzida em todos 0s grupos
experimentais, ao final da 35% semana. Considerando-se a influéncia medicamentosa, ndo foram
constatadas diferencas de consumo energético e hidrico entre grupos de condigdo biométrica

similar (C vs. C+Los, p>0,05; OB vs. OB+Los, p>0,05; Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliacdo nutricional e biométrica segundo grupo e momento de avaliagido

Variavel Momento Grupo
C OB C+Los OB+Los
IC 30°Semana 850+34 674+7,0* 850+56  69,4+93*
(Keallgldia)  sca comana 78.0+48# 666+56# 792+464 638+80#
EE 30°Semana 1,32+0,15 2,36+034* 1354015 2334028 *

2
(x10°g/Kcal)  3ea gemana -0,01+0,42# -041+0,67# -0.16+0,66# -058 +0.95 #

IH (mi/dia) 302 Semana  41,7+44 36,6 +59* 426+7,6 3715+72%*
352 Semana 39,6 £3,7 359+6,7* 448 +5,0 38,0+6,2*
302 Semana 552 + 39 634 +45* 554 + 38 633 + 62 *

MC (9)

352 Semana 553 +40 644 £ 45 * 552 +£44 645 + 63 *
Valores em média + desvio-padrdo; IC: ingestdo calorica; EE: eficiéncia energética; IH: ingestdo hidrica;
MC: massa corporal; C: grupo controle; C+Los: grupo controle tratado com losartan; OB: grupo obeso;
OB+Los: grupo obeso tratado com losartan; # p<0,05 para comparagdes entre momentos; * p<0,05 para
comparac0es entre condicBes biométricas distintas; ANOVA e teste de Bonferroni.

Equiparada & ingestdo calorica, a eficiéncia energética mostrou-se reduzida com o
progresso do experimento em todos os grupos. Em geral, a obesidade se associou com maior
eficiéncia energética, em concordancia com estudos prévios de nosso grupo de pesquisa “&%%.
Vale denotar o comportamento similar dessa varidvel na comparacao entre grupos de condicao
biométrica similar (C vs. C+Los, p>0,05; OB vs. OB+Los, p>0,05; Tabela 3). Em associacdo
com a maior eficiéncia energética, os grupos obesos apresentaram maior massa corporal
comparados aos respectivos controles. Em especial, a intervengdo medicamentosa n&o
influenciou na condicéo ponderal dos grupos Los em comparacgdo as respectivas contrapartes C e
OB. Os grupos OB e OB+Los revelaram valores superiores de massa corporal ja ao final do 2°
ciclo experimental (10? semana; dados ndo-apresentados).

No aspecto biométrico, a obesidade foi também caracterizada por valores
superiores de adiposidade (C: 5,96 + 1,02% vs. OB: 11,96 + 2,31%; p<0,05; C+Los: 6,44 £ 1,31
vs. OB+Los: 11,34 + 2,26, p<0,05) e indice de Lee (C: 6,29 + 0,45 vs. OB: 7,51 + 0,46; p<0,05;

C+Los: 6,33 + 0,45 vs. OB+Los: 7,42 + 0,58, p<0,05) em relagdo aos grupos controle (Figuras
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5A e 5B). Em conformidade com o observado na massa corporal, a intervencao farmacoldgica

nao afetou esses indicadores biométricos.
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Figura 5. Média e erro-padrdo da (A) adiposidade (%) e (B) indice de Lee: massa corporal (g)“*/comprimento
naso-anal (cm), segundo o grupo; C: grupo controle; C+Los: grupo controle tratado com losartan; OB: grupo obeso;
OB+Los: grupo obeso tratado com losartan; * p<0,05 para comparagdes entre condi¢cBes biométricas distintas;
ANOVA e teste de Tukey; p<0,05.

3.2. Perfil Metabdlico

3.2.1. Comportamento glicémico

Na Tabela 4, sdo expostos os resultados de glicemia, levando-se em conta a area
sob a curva de respostas obtidas no teste de tolerancia a glicose. Em ambos os momentos
avaliados, a obesidade, isoladamente, foi caracterizada por menor tolerancia a glicose.
Entretanto, a administracdo de losartan amenizou as diferencas atinentes a condicao biomeétrica,
ndo se constatando alteracbes entre C+Los e OB+Los na 35% semana (p>0,05). Ademais,
enguanto os grupos nao-tratados C e OB mostraram reducédo da tolerancia a glicose da 30? a 352
semana, 0s grupamentos sob losartan revelaram manutencdo do comportamento glicémico no

decorrer do tratamento, evidenciando interacdo entre medicacdo e momento de avaliacéo.
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Tabela 4. Comportamento da area sob a curva de tolerancia glicémica, segundo
condicdo biométrica, medicacdo e momento de avaliacdo

Grupo Momento
30 semanas 35 semanas
C 2379241290 26345+1935 t
OB 2948441224 * 34841+1836 *t
C+Los 2326711224 26520+1836
OB+Los 29982+1224 * 31300+1836

Valores em média + desvio-padréo; C: grupo controle; C+Los: grupo controle tratado com losartan; OB: grupo
obeso; OB+Los: grupo obeso tratado com losartan; * p<0,05 para comparagdes entre condigdes biométricas
distintas; T p<0,05 para compara¢Bes entre momentos; ANOVA, modelo de medidas repetidas, e teste de
Bonferroni.

3.2.2. Caracterizacao bioquimica: glicemia e lipidemia

Na Tabela 5, sdo apresentadas as respostas séricas concernentes a caracterizacao
bioguimica. Menor tolerancia glicémica, confirmada no grupo OB (Tabela 4), manteve-se
associada com maiores indices de glicose (p>0,05). Nota-se, em especial, que a interven¢do com
losartan amortizou estes efeitos na obesidade, evidenciando interacdo entre os dois fatores de
estudo (Tabela 5).

Considerando-se o perfil lipidémico, os valores de HDL, LDL e proteina total ndo
foram alterados pelos fatores estudados. Sob losartan, NEFA, triglicérides e albumina, elevados
nos obesos ndo-tratados, mostraram-se inalterados pela condi¢do biométrica (OB+Los vs.
C+Los, p>0,05). Diferentemente, a obesidade esteve relacionada com aumento da concentragdo

sérica de colesterol total, o que se evidenciou nos dois niveis de comparagédo (Tabela 5).
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Tabela 5. Perfil glicémico e lipidémico sérico segundo condi¢do biométrica e medicagdo

Variaveis Grupo Medicagéo
Ausente Presente (Los)
Glicose (mg/dL) C 126,8 £+ 21,3 139,9 + 15,9
OB 145,3 + 22,6 102,3+ 16,6 * #
NEFA (ng/dL) C 0,32 +0,03 0,41+0,04 #
OB 0,44 +0,08 * 0,39+0,07 #
(mg/dL) OB 1222 +7,7* 125,6 + 12,1 *
HDL (mg/dL) C 376+45 38,6 +3,2
OB 413+7,1 41,3+5/1
LDL (mg/dL) C 20,3+4,3 221+28
OB 20,7+4,3 23,3+2,3
Triglicérides (mg/dL)  C 94,7+ 28,0 9,1+194
OB 121,8+354 * 102,3 + 16,6
Proteina Total (g/dL) C 6103 60£0,3
OB 6,3+0,2 6,1+0,3
Albumina (g/dL) c 2,7+0.1 2,7+0.1
OB 29+01* 28+0,1

Valores em média + desvio padrdo; NEFA: acidos graxos ndo-esterificados; HDL: lipoproteinas de alta
densidade; LDL.: lipoproteinas de baixa densidade; C: grupo controle; C+Los: grupo controle, tratado com
losartan; OB: grupo obeso; OB+Los: grupo obeso tratado com losartan; * p<0,05 para comparacdes entre
condicOes biométricas distintas; # p<0,05 para comparagdes relacionadas a vigéncia de medicacdo; ANOVA e
teste de Tukey.

3.3. Perfil enddcrino

Subsequentemente, sao ilustrados registros graficos da insulinemia, indice
HOMA, leptinemia e atividade da ECA (Figura 6A-6D). No estado ndo-medicado, a condicdo
biométrica relacionou-se com valores superiores de insulinemia (Figura 6A), indice HOMA
(Figura 6C), hiperleptinemia (Figura 6B) e exacerbada atividade da ECA (Figura 6D; p>0,05) na
obesidade. Sob losartan, o metabolismo insulinémico, pautado na insulinemia e HOMA,

apresentou-se amenizado em ambos 0s grupos medicados, embora as diferencas derivadas da
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condicdo biométrica tenham persistido entre C+Los e OB+Los (Figura 6A). Em adicdo, o

bloqueio de receptores AT; ndo causou alteracBes significativas sobre os niveis de leptina

(Figura 6B).
80
x A 20,0 . B
T \* ‘
—~ 60 ~ 150 *
2 # # 3
[=2] 1 1 B‘)
£ £
gy z 100 yT
3 B
= 20 . 3 T -
) T ' N
T 77 %
00 7 7, 00 7
C C+Los OB OB+Los C C+Los OB+Los
20 130
. c . D
* 2 '
15 E *
# # c 7
< E 110
>
g0 2 i
I / 1 8 100
05 ( / 2 T 1
I 90
% ¢ 7%
00 A 0 A

C C+Los oB OB+Los C C+Los OB OB+Los

Figura 6. Concentracbes séricas de (A) insulina e (B) leptina; (C) HOMA (homeostatic model
assessment)= glicose (mg/dL)xinsulina (ng/dL)/ 405; (D) atividade da enzima conversora de angiotensina
(ECA), segundo condicao biométrica e medicacdo; C: grupo controle; C+Los: grupo controle tratado com
losartan; OB: grupo obeso; OB+Los: grupo obeso tratado com losartan; valores em média e erro-padréo;
* p<0,05 para comparacOes entre condi¢bes biométricas distintas; # p<0,05 para comparacGes
relacionadas a vigéncia de medicacdo; ANOVA, complementada com teste de Tukey.

Os resultados da atividade da ECA revelaram interagdo significativa entre
condicdo biométrica e medicagdo. Na auséncia de tratamento, a obesidade mostrou-se associada
com maior formacéo de angiotensina Il (p>0,05); a administracdo de losartan ocasionou aumento
da atividade da ECA na condigdo controle (grupos C) e redugdo da mesma no grupo obeso

(Figura 6C e 6D).
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3.4. Perfil cardiovascular in vivo

Na Tabela 6, s&o mostrados os resultados da pressdo arterial sistolica, segundo
condicdo biométrica, medicacdo e momento de avaliacdo. Nos dois instantes de andlise, ndo
foram constatados efeitos presséricos significativos advindos da circunstancia biométrica. Sob
losartan, ambos os grupos tratados exibiram menores indices de pressao arterial sistélica em

relagdo as contrapartes ndo-medicadas.

Tabela 6. Comportamento da pressdo arterial sistélica (mmHg) segundo condicdo
biométrica, medicacdo e momento de avaliacdo

Grupo Momento
30 semanas 35 semanas
Controle 116 £ 11 115+4
Controle+Losartan 119+8 109 £ 8 T#
Obeso 121+12 124 £ 10
Obeso+Losartan 123+ 8 112 + 14 1#

Valores em média + desvio-padrdo; # p<0,05 para comparagdes relacionadas a vigéncia de medicacéo; T p<0,05
para comparagdes entre momentos; ANOVA, modelo de medidas repetidas, e teste de Bonferroni.

A seguir, sdo mostrados os resultados hemodinamicos e estruturais do coracéo,
obtidos por meio do ecocardiograma (Tabela 7). Nos dois niveis de tratamento, a obesidade
manteve-se relacionada com menores valores de AE/MC, DDVE/MC e IMVE, calculados a
partir de relacbes com a massa corporal final. Sob influéncia farmacologica, a frequéncia
cardiaca mostrou-se ampliada enquanto as variaveis EDPP, EDSIV e ESSIV revelaram-se
amortizadas em ambas as categorias biométricas. Levando-se em conta a interacdo entre
condicdo biométrica e medicacdo, a condicdo biométrica se associou com hipertrofia do
ventriculo esquerdo, evidenciada por ampliacdes concomitantes de EDPP, EDSIV e ERelVE no
grupo OB em comparagéo ao C. Contudo, com losartan, essas variaveis morfologicas revelaram-

se inalteradas entre os grupos C+Los e OB+Los (Tabela 7).
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Tabela 7. Avaliacédo ecocardiografica do ritmo contrétil e da estrutura cardiaca segundo
condic¢do biométrica e medicagéo

., Medicacéo
Variavel Grupo
Ausente Presente (Los)
C 262 £ 61 312+ 57 #
FC (bpm)
OB 270+ 51 306 +42#
C 5,51 £ 0,67 5,42 +0,88
AE (mm)
OB 5,54 £ 0,24 5,29 £ 0,34
C 9,92 +1,17 9,96 + 1,96
AE/MC (mm/Kg)
OB 8,63+0,80* 8,34 +0,70 *
C 8,43+£0,71 8,47 + 0,42
DDVE (mm)
OB 8,20+ 0,40 8,35+ 0,46
C 15,19+ 1,28 1551 +1,48
DDVE/ MC (mm/Kg)
OB 12,75+ 1,04 * 13,16 + 1,02 *
C 4,58 + 0,46 4,57 + 0,39
DSVE (mm)
OB 4,10+0,48 * 4,38 + 0,36
C 1,51 +£0,04 1,46 £ 0,06 #
EDPP (mm)
OB 1,58 £0,09 * 1,53 +0,08 #
C 1,53 +0,04 1,47 £ 0,06 #
EDSIV (mm)
OB 1,59 +0,08* 1,54 £ 0,08 #*
C 2,67 0,16 2,61 +0,36
ESPP (mm)
OB 2,72 +0,28 2,72 +0,30
C 2,58 £ 0,52 2,32+0,18#
ESSIV (mm)
OB 2,40 £ 0,15 2,27 0,13 #
C 0,36 £ 0,03 0,35+ 0,02
ERelVE
OB 0,39 +0,02 * 0,37 £ 0,03
C 1,71+£0,20 1,67 £0,19
IMVE (g/Kg)
OB 1,49 +0,22 * 1,49+0,15*

Valores em média + desvio padréo; FC: frequéncia cardiaca; AE: didametro do atrio esquerdo; AE/ MC: razdo
entre AE e massa corporal; DDVE: diametro diastolico do ventriculo esquerdo; DDVE/MC: razdo entre o DDVE
e MC; DSVE: diametro sistolico do VE; EDPP: espessura diastolica da parede posterior; EDSIV: espessura
diastolica do septo interventricular; ESPP: espessura sistolica da parede posterior; ESSIV: espessura sistolica do
septo interventricular; ERelVE: espessura relativa da parede do VE; IMVE: indice de massa do ventriculo
esquerdo (VE); * p<0,05 para comparacdes entre condicdes biométricas distintas; # p<0,05 para comparacdes
relacionadas a vigéncia de medicacdo; ANOVA, complementada com teste de Tukey.
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Na Tabela 8, sdo apresentadas informacdes sobre a funcdo ventricular sistélica e
diastolica, obtidas pela anélise ecocardiografica. A condi¢cdo biométrica, isoladamente, mostrou-
se associada com desempenho sistolico ampliado, evidenciado por medidas superiores de VEPP,
fracdo de ejecdo, encurtamento endocardico e mesocardico no grupo OB em relacdo ao C. Na
vigéncia de losartan, somente a variavel VEPP manteve-se diferente entre os grupos C+Los e
OB+Los; as demais respostas mostraram-se similares entre os grupamentos +Los, reiterando a
interacdo entre condicdo biométrica e medicacao.

Considerando-se a funcdo ventricular diastdlica, onda E do fluxo transmitral
revelou-se aumentada, enquanto TRIV, em valores absolutos e relacionados com R-R,
apresentaram-se diminuidos no grupo OB. Com excecdo da onda E, inalterada entre 0s grupos
+Los, demais achados se mantiveram nos dois niveis de tratamento. Levando-se em conta
somente a influéncia farmacoldgica, as varidveis TRIV, E/A e intervalo R-R foram reduzidas na

presenca da medicacdo (Tabela 8).
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Tabela 8. Avaliacao ecocardiografica do desempenho sistolico e diastélico do ventriculo
esquerdo segundo condi¢do biométrica e medicacao

Variavel Grupo Medicacdo
Ausente Presente (Los)
Enc. Endocardico (%) C 458+23 46,0+ 4,1
OB 50,1+4,0* 474+ 42
Enc. Mesocardico (%) C 215%34 29,1£3.2
OB 320+23* 30,3+2,7
VEPP (mm/s) C 341+3,0 33,6428
OB 384+39* 37,9+43*
Fraco de Ejecéo C 0,84+ 0,02 0,84 £0,03
OB 0,87 +0,03 * 0,85+ 0,03
E mitral (cm/s) C 75,6 10,4 75,0+11,0
OB 83,3+9.2* 79,2+54
A mitral (cm/s) C 55,1 +20,5 68,6 + 18,8
OB 56,8 £ 15,5 590,9+154
E/A C 1,62+0,32 1,18+ 0,41 #
OB 1,58 + 0,16 1,39+0,32 #
TDE (ms) C 49,5+ 4,2 55,5+2,1
OB 50,7 £ 8,5 48,4 £8,1
TRIV (ms) C 36,3+4,1 315+4,1#
OB 31,2+35* 28,5+ 2,6 *#
R-R (ms) C 0,24 + 0,06 0,18 + 0,02 #
OB 0,23+ 0,04 0,20+ 0,02 #
TRIV/R-R C 753£129 736+76
OB 65,8 +8,7 * 64.0+4,0*

Valores em média + desvio padrdo; Enc. Endocardico: fracdo relativa de encurtamento endocérdico; Enc.
Mesocardico: fracdo relativa de encurtamento mesocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede
posterior; E mitral: onda E do fluxo transmitral; A mitral: onda A do fluxo transmitral; E/ A: razdo entre ondas
E e A; TDE: tempo de desaceleracdo da onda E; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico do VE. C: grupo
controle; C+Los: grupo controle tratado com losartan; OB: grupo obeso; OB+Los: grupo obeso tratado com
losartan; * p<0,05 para comparacles entre condicBes biométricas distintas; # p<0,05 para comparacdes
relacionadas a vigéncia de medicacdo; ANOVA e teste de Tukey.
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3.5. Perfil cardiovascular post-morten

3.5.1. Caracterizacdo morfoldgica macro e microscépica do miocardio

As analises morfol6gicas macro e microscépica do coracdo sdo expostas,
respectivamente, na Tabela 9 e na Figura 7A-D. Considerando-se a morfologia macroscdpica, as
variaveis MA, MA/Tibia e MVD/Tibia ndo foram alteradas pelos fatores estudados. Contudo,
quando relacionadas com a massa corporal, as mensura¢des ponderais MA, MVD e MVE
revelaram-se diminuidas em ambos os grupos obesos. Nas duas condicGes biométricas, a
administracdo de losartan ocasionou redugdes nas variaveis MVD/MCF, MVE, MVE/MCF e
MVE/Tibia; em contrapartida, a medicacdo acarretou diminuicdo da massa de VD somente no

grupo C+Los (Tabela 9).



Tabela 9. Avaliacdo morfoldgica do coragdo segundo condicdo biométrica e

medicacao
Variavel Condigéo Medicagéo
Ausente Presente (Los)
OB 0,12 £ 0,02 0,11 £0,02
MA/MCF (mg/g) C 0,21 + 0,02 0,19 + 0,02
OB 0,18 +£0,02 * 0,18 +£0,02 *
MA/Tibia (g/m) C 2,43 0,28 2,21+£0,17
OB 2,54 + 0,37 2,39 +0,45
MVD (g) C 0,27 £ 0,03 0,24 0,02 #
OB 0,26 £ 0,02 0,26 £ 0,03
MVD/MCF (mg/g) C 0,50 + 0,03 0,46 + 0,05 #
OB 0,43+0,03* 0,42 + 0,03 #*
MVD/Tibia (g/m) C 5,76 £ 0,53 5,23 +£0,54
OB 5,80 +0,48 5,78 + 0,69
MVE (g) C 0,85+ 0,08 0,79£0,05#
OB 0,89+0,07 7 0,78 +0,07 #
MVE/MCF (mg/g) C 1,58 + 0,06 1,50 + 0,10 #
OB 142 +0,10 * 1,26 £ 0,08 #*
MVE/Tibia (g/m) C 18,3+1,3 172+10#
OB 193+1/4 171+ 14#

Valores em média + desvio padrdo; MA/MCEF: razdo entre massa dos atrios e massa corporal final; MVD:
ventriculo direito; MVD/MCEF: razao entre MVD e MCF; MVE: ventriculo esquerdo; VE/MCF: razdo entre
MVE e MCF; C: grupo controle; C-Los: grupo controle, tratado com losartan; OB: grupo obeso; OB-Los:
grupo obeso, tratado com losartan; * p<0,05 para comparac@es entre condices biométricas distintas; #
p<0,05 para comparaces relacionadas a vigéncia de medicacdo; ANOVA e teste de Tukey.
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Quanto a analise microscépica morfometrica, a obesidade induziu aumento das

dimensdes celulares, associado a ampliacdes da area e volume do nucleo cardiomiocitario bem

como do conteddo intersticial de colageno (Figura 7A-D). A administracdo de losartan, contudo,

culminou em amortizacdo dessas alteracfes. Esses efeitos farmacoldgicos foram evidenciados

por menores valores de area celular (C: 269 + 12 vs. C+Los: 292 + 9 um?, p>0,05; OB: 332 + 23

vs. OB+Los: 290 + 10 pum?, p<0,05; Figura 7A), 4rea (C: 4,44 + 0,25 vs. C+Los: 4,82 + 0,29

um?, p>0,05; OB: 9,97 + 0,49 vs. OB+Los: 5,66 + 0,33 um?, p<0,001; Figura 7C) e volume (C:
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6,56 + 0,54 vs. C+Los: 7,26 + 0,70 um? p>0,05; OB: 21,61 + 1,65 vs. OB+Los: 9,32 + 0,81
um?, p<0,001; Figura 7D) do nucleo cardiomiocitario no grupo OB+Los comparado ao OB.

Em referéncia a avaliagdo morfométrica intersticial, a condi¢cdo biométrica
mostrou-se associada com acumulo extracelular de coldgeno na obesidade. Entretanto, em
analogia aos demais indices morfométricos, a administracdo de losartan atenuou a remodelagem
intersticial em ambos os grupos tratados (C: 2,89 £ 0,81 vs. C+Los: 1,89 + 0,61 %, p<0,05; OB:

4,81 £ 0,41 vs. OB+Los: 4,46 £ 0,73 %, p<0,05; Figura 7B).
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Figura 7. Avaliacdo morfométrica miocéardica; (A) area seccional cardiomiocitaria, (B) fracdo intersticial de
colageno, (C) area e (D) volume do nicleo cardiomiocitario, segundo o grupo; C: grupo controle; C+Los: grupo
controle tratado com losartan; OB: grupo obeso; OB+Los: grupo obeso tratado com losartan; valores em média +
erro-padrdo; * p<0,05 para comparacBes entre condicdes biométricas distintas; # p<0,05 para comparacdes
relacionadas a vigéncia de medicacdo; ANOVA e teste de Tukey.
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3.5.2. Caracterizacao miocardica de cadeias pesadas de miosina

Considerando-se a composicdo de cadeias pesadas de miosina (MHC), a
remodelagdo cardiaca decorrente da condigdo biométrica foi também indicada por maior
expressdo de isoformas p-MHC. A relacdo p/a-MHC (C: 0,49 + 0,08 vs. OB: 1,12 + 0,45,
p<0,001; C+Los: 0,73 £ 0,12 vs. OB+Los: 1,16 + 0,32, p<0,05) e o conteudo relativo de -MHC
(C:33,0£3,5vs. OB: 51,1 + 9,8%, p<0,001; C+Los: 41,8 = 3,8 vs. OB+Los: 52,8 + 7,9, p<0,01)
evidenciaram-se ampliados na obesidade. No entanto, contrastando com os demais indicadores
de remodelacdo, o antagonismo de receptores AT; ndo se associou com reversdo das adaptacdes

de MHC (Figura 8A-C).
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Figura 8. (A) Bandas correspondentes as isoformas a- e B- das cadeias pesadas de miosina (MHC) do miocardio,
segundo condigdo biométrica e medicacéo; (B) Razéo entre as isoformas 3 e a-MHC e (C) composicgéo relativa (%)
da B-MHC do miocardio, segundo o grupo; resultados analisados sob concentragcdo amostral de 12 pg de proteina;
C: grupo controle; C+Los: grupo controle tratado com losartan; OB: grupo obeso; OB+Los: grupo obeso tratado
com losartan; valores em média + erro-padréo; * p<0,05 para comparag@es entre condigdes biométricas distintas;
ANOVA e teste de Tukey.
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3.5.3. Caracterizacdo molecular de proteinas cardiacas

Levando-se em conta que o losartan na dose de 30 mg/kg/d pode inibir a sintese
enddgena de angiotensina no miocardio “%*", foi realizada a dosagem peptidica de angiotensina
miocardica, por meio de Western-Blot (Figura 9A). Para checar a participacdo de MAPK como
carreadoras de cascatas de sinalizacao principiadas pelo acionamento de receptores AT, avaliou-
se a expressdo molecular das proteinas ERK e JNK (Figura 9B e 9C).

Na auséncia de tratamento, os animais obesos apresentaram menores indices
miocardicos de angiotensina (C: 1,00 £ 0,09 vs. OB: 0,66 + 0,11 UA; p<0,05) e de expressdo de
JNK (C: 1,00 £ 0,07 vs. OB: 0,55 £ 0,06; p<0,05) em relacdo as contrapartes controle. Em
contraste, o grupo OB reportou maior expressdao de ERK (C: 1,00 + 0,13 vs. OB: 1,73 £ 0,05
UA; p<0,05) comparado ao grupo C. Com relacdo a influéncia do losartan, a intervencao
medicamentosa reduziu os niveis de angiotensina nas duas condi¢des biométricas, comprovando
a inibicdo da atividade do SRA no miocardio pela acdo da medicacdo (C+Los: 0,62 + 0,04 vs.
OB+Los: 0,56 £ 0,10; p>0,05). Considerando-se as MAPK, o farmaco mostrou amortizar a
expressdo de ERK (C+Los: 1,07 £ 0,07 vs. OB+Los: 1,23 + 0,20 UA; p>0,05) e ampliar a
expressao molecular de JNK (C+Los: 0,74 + 0,13 vs. OB+Los: 0,87 = 0,17 UA; p>0,05),

normalizando a ativacdo dessas proteinas na obesidade (Figura 9A-C).
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Figura 9. Niveis de expressdo protéica de (A) angiotensina, (B) extracellular signal-regulated kinase (ERK) e (C)
c-Jun N-terminal kinases (JNK), procedentes do miocérdio e obtidos por Western-Blot; resultados normalizados
pela expressdo do gene constitutivo glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH); C: grupo controle;
C+Los: grupo controle, tratado com losartan; OB: grupo obeso; OB+Los: grupo obeso, tratado com losartan; valores
em média = erro-padrdo; * p<0,05 para comparacGes entre condicBes biométricas distintas; # p<0,05 para
comparac0es relacionadas a vigéncia de medicacdo; ANOVA e teste de Tukey.
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Sobre os peptideos ativados pela acdo insulinica, na Figura 10 (A e B), sé@o
apresentados os resultados referentes a expressao protéica da subunidade B do receptor de
insulina (BRI), em niveis totalizados e sob fosforilagdo em tirosina nas posi¢des 1162 e 1163
(Tyr''®% 11%_gR]). Embora a expressdo total ndo tenha sido diferente entre as condicdes
biométricas, o grupo OB exibiu maior indice de fosforilacdo de tirosina do BRI em relacéo ao C.
A administracdo de losartan ampliou a expressdao de PRI fosforilado em ambos os grupos
medicados (C: 1,00 + 0,15 vs. OB: 1,61 £ 0,29 UA, p<0,05; C+Los: 1,87 + 0,23 vs. OB+Los:

2,32 + 0,20; p>0,05; Figura 10A e 10B).
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Figura 10. Niveis de expressdo protéica de (A) subunidade B do receptor de insulina (4RI) procedente do miocardio
e (B) BRI com fosforilagdo sob residuos de tirosina (Tyr''® M®_gRI): resultados de ARI normalizados pela
expressdo do gene constitutivo glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH); C: grupo controle; C+Los:
grupo controle, tratado com losartan; OB: grupo obeso; OB+Los: grupo obeso, tratado com losartan; valores em
média + erro-padrdo; * p<0,05 para comparacdes entre condicdes biométricas distintas; # p<0,05 para comparacdes
relacionadas a vigéncia de medicacdo; ANOVA e teste de Tukey.
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Na sequéncia, sdo expostos os resultados da expressdo da subunidade catalitica
p85 do PI3K, totalizada e no estado fosforilado em tirosina da posicdo 508 (Tyr’*®-PI3K). A
obesidade, isoladamente, mostrou-se associada com maior expressao de PI3K nos dois niveis de
comparacgédo (C: 1,00 £ 0,15 vs. OB: 1,23 + 0,06 UA, p<0,05; C+Los: 1,01 £ 0,14 vs. OB+Los:
1,68 + 0,25 UA, p<0,05; Figura 11B). Contudo, a expressao deste peptideo sob fosforilacdo em
tirosina foi similar entre os grupos C e OB (p>0,05). Na vigéncia de losartan, ambos o0s
indicadores de expressdo, total (OB: 1,23 + 0,06 vs. OB+Los: 1,68 + 0,25 UA, p<0,05) e
fosforilado (OB: 0,90 £+ 0,07 vs. OB+Los: 2,11 + 0,39 UA, p<0,05; Figura 11C), revelaram-se
ampliados no grupo OB+Los. Entre os grupos C, observou-se que a atividade tirosina-quinase do
PI3K foi também elevada com a intervencdo farmacoldgica (C: 1,00 + 0,39 vs. C+Los: 1,71 +

0,26 UA, p<0,05), embora os niveis totais ndo tenham diferentes entre os grupos.
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Figura 11. Niveis de expressdo protéica de (A) subunidade catalitica p85 do phosphatidil inositol 3 quinase (PI3K)

procedente do miocardio e (B) PI3K sob fosforilagio de residuos de tirosina da posicdo 508 (Tyr’®-PI3K):;

resultados de PI13K normalizados pela expressdo do gene constitutivo glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH); C: grupo controle; C+Los: grupo controle, tratado com losartan; OB: grupo obeso; OB+Los: grupo
obeso, tratado com losartan; valores em média * erro-padrdo; * p<0,05 para comparaces entre condi¢Ges
biométricas distintas; # p<0,05 para comparagdes relacionadas a vigéncia de medicacdo; ANOVA e teste de Tukey.
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4. DISCUSSAO

Sob a premissa inicial de que a obesidade se associa com inimeros disturbios
modulados pelo acionamento do receptor ATy, a proposta do presente trabalho foi analisar se a
intervencdo com losartan, um antagonista do AT;, atenua a manifestacdo dessas desordens
decorrentes da condicdo biométrica. Pautando-se nos resultados alcangados, confirma-se a
ocorréncia de multiplas anormalidades metabdlicas, endocrinas e remodelacdo cardiaca no
presente modelo experimental. Essas respostas mostraram-se associadas com ativacdo de
MAPK-ERK e mecanismos de resisténcia a insulina no miocardio. Cabe destacar que importante
parcela das alteracBes metabdlicas e enddcrinas foi amenizada com a administracdo de losartan.
Em sincronismo, relevante volume de respostas fenotipicas cardiacas, moduladas pela via de
MAPK-ERK, revelou-se amortizado, materializando que a estimulacdo do receptor AT; é
vigente na obesidade exdgena. Em contrapartida, alguns efeitos metabolicos, como
hipercolesterolemia e hiperleptinemia, e respostas proliferativas do miocérdio, especialmente,
densidade de B-MHC, mantiveram-se inalteradas no grupo OB tratado com losartan. Este cenario
revela que outros atributos causais, ndo relacionados a ativagcdo do eixo Ang-ll/ AT;, sdo
também agentes de disturbios orgéanicos relacionados a maior adiposidade ponderal.

Concernente a0 modelo de experimentacdo, dietas hipercaldricas, ricas em
lipideos e carboidratos, tém sido frequentemente introduzidas para a indugdo de obesidade em
roedores “* *® €9 Embora centenas de investigacdes tenham empregado dietas de composico
similar, ndo hé consenso relativo ao aporte de macronutrientes utilizado nessas intervencdes “°.
Na presente investigacdo, a dieta foi obtida a partir de uma combinagdo de produtos
industrializados acrescidos a racdo padrdo, resultando em relevante conteddo de acidos graxos
insaturados, combinado com importante sobrecarga de carboidratos, principalmente sacarose ©*
5% Este perfil dietético se assemelha a outros modelos experimentais de obesidade, como dieta
ocidental, “western diet” ©?, “junk food” ©? e, especialmente, dieta de cafeteria “'+ 5 & 91 92)

Fato importante a ser destacado, neste contexto, diz respeito a concomitante mescla de
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sobrecargas procedentes de lipideos e carboidratos no presente modelo. Muito embora seja
evidente que esses atributos bromatologicos confiram imprecisdes quanto ao papel especifico de
cada componente na promocao de efeitos metabolicos e cardiovasculares, a caracterizacdo das
dietas foi cuidadosamente pautada em evidéncias epidemiolégicas " % *). E bem estabelecido
na literatura que a obesidade humana advém, em parte, de condutas nutricionais sustentadas em
relevante variedade e palatabilidade alimentar, as quais mostram-se associadas com altos teores
de lipideos e sacarideos presentes na dieta ©¥. Portanto, o0 modelo experimental adotado no
presente estudo foi introduzido, tendo a fisiopatologia da obesidade humana como pilar
referencial. Com efeito, diversos trabalhos prévios se utilizaram de similar modelo, ratificando a
ocorréncia de obesidade e sua associacdo com inlimeras desordens nutricionais e metabdlicas “®
) como reproduzido na presente investigagao.

A condicdo de obesidade tem se associado com inumeras comorbidades, como
distdrbios nutricionais e variadas desordens metabélicas e endécrinas “” ¥ Neste aspecto,
apesar do menor consumo energético (Tabela 3), os grupos OB manifestaram obesidade,
denunciada pelo maior acimulo de massa desde a 10? semana de intervencdo (dados nao-
apresentados), e maiores indices de adiposidade (Figura 5A e 5B). Mais importante do que a
ingestdo caldrica, que foi similar entre os grupos C e OB, a composi¢do dietética configura o
principal alicerce da elevada deposicao adipositaria nos grupos obesos, fundamentada na maior
eficiéncia energética (Tabela 4). Segundo a Primeira Lei da Termodinamica, condi¢des com
ampliada ingestéo calorica e/ ou reduzida demanda energética propiciam o aumento de estoques
adipositarios ®®. Este atributo é resultante da relacdo entre taxa metabdlica de repouso, efeito
térmico do alimento e demanda imposta pela atividade fisica ®*. Os lipideos constituem os
macronutrientes de maior densidade energética, com aproximadamente 9 Kcal/g, e menor efeito
térmico . Por conseguinte, o consumo de gordura néo se associa com aumento proporcional da
oxidacdo; os lipideos sdo entdo, majoritariamente, convertidos em reservas adiposas,

repercutindo no aumento da massa corporal ©* % Neste aspecto, é provavel que a sobrecarga
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sacaridea, vigente no presente modelo dietético, tenha acentuado os efeitos biométricos. Crénica
ingestdo de carboidratos resulta em ampliada sintese de glicogénio e, em decorréncia, menor
oxidacdo de lipideos como recurso energético ©”. Levando-se em conta que a formacgdo de
glicogénio, embora limitada ©”, seja a principal via de processamento da glicose ingerida, as
demandas sacarideas excedentes, conjugadas a sobrecarga lipidica, seriam destinadas a extra
adipogénese. Inimeras evidéncias remetem a associagdo entre dietas hipercaldricas e
consequente ampliacdo ponderal de roedores “*%% 5% ™ 9) Emhora a massa corporal seja o
principal indicador de obesidade em muitos estudos, diferentes autores mostraram que a elevagéo
ponderal pode ndo condizer com variacdes do contetido de gordura “**Y. Consonante a esta
observacdo, no presente trabalho, enquanto os grupos OB exibiram, em média, 14,2% de
acréscimo de massa, o indice de adiposidade se elevou ao redor de 50% em comparacao aos
respectivos grupos C.

Em relacéo a influéncia da medicagéo, a administracdo de losartan néo alterou o
comportamento nutricional observado na auséncia de tratamento (Tabela 3; Figura 5A-B). Na
literatura, poucos trabalhos analisaram o impacto de bloqueadores de AT; sobre indicadores
nutricionais em ratos com obesidade induzida por dieta hipercal6rica, com sobrecarga sacaridea
e lipidica. Sob periodo de 16 semanas de dieta, recente trabalho ©* revelou que o losartan (20
mg/kg/dia por oito semanas) também ndo afetou os habitos alimentares e a composicao
biométrica de ratos Wistar obesos por dieta de cafeteria. Em protocolo de 10 % e 16 semanas
(101 & dose farmacolégica menor (10 mg/kg/dia por uma semana), outros autores se depararam
com resultados semelhantes, respectivamente, em Wistar e Sprague-Dawley obesos. Em
investigacdo similar, Du Toit et al. " verificaram que o antagonismo de receptores AT; ndo
alterou o comportamento nutricional e biométrico de ratos Wistar, apos protocolo de dieta de
cafeteria e administracdo de losartan (30 mg/kg/dia por todo o periodo) com duracdo de 16
semanas. Nao foram encontrados estudos pautados na influéncia da medicacgéo sobre a obesidade

exogena resultante de protocolos dietéticos cronicos, equivalentes ou superiores a 20 semanas.
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Aliado ao perfil biométrico, os resultados sdo indicativos de que os animais
obesos exibiram inumeros disturbios metabdlicos e enddcrinos, como resisténcia a insulina,
menor tolerancia glicémica, dislipidemias e hiperleptinemia (Tabelas 4 e 5; Figura 6A-D),
comparado as contrapartes controle. Conjugados aos achados nutricionais e biometricos, esses
dados metabdlicos se mostram em concordancia com evidéncias de diferentes modelos de
obesidade induzida por dieta “®%* % € Considerando-se o metabolismo glicémico e
insulinémico, muito embora os niveis basais de glicose mantenham-se inalterados no grupo OB
em relacdo ao C, a associacdo entre obesidade, menor tolerancia a glicose e hiperinsulinemia é
bem evidenciada na presente investigacdo. Estes achados, reforcados pelo indice HOMA, séo
indicativos de resisténcia sistémica a insulina em ratos obesos. Distlrbios de sinalizacdo da
insulina se associam com efeitos metabolicos envolvendo o processamento de lipideos e de
glicidios. Esta anormalidade hormonal, por sua vez, configura uma condigdo patolégica, na qual
tecidos classicamente ativados pela insulina, como figado, tecido adiposo e musculos
esqueléticos, tornam-se menos responsivos ao estimulo insulinico “* ?®. Como resposta a essas
alteracOes, as células B pancreéticas ampliam a secrecdo de insulina, na busca de se manter a
euglicemia “®; em estados cronicos, este efeito culmina na instituicao de hiperinsulinemia @2,
Neste aspecto, considerando-se os dados do presente estudo, é possivel que a hiperinsulinemia
tenha, no periodo de jejum, acentuado a captacdo tecidual de glicose, 0 que fundamentaria 0s
indices glicémicos inalterados no grupo OB, sob o ponto de vista estatistico. Os achados de
glicemia na auséncia de losartan conferem parcialmente com evidéncias da literatura, mostrando
que a obesidade induzida por dieta manteve-se atrelada com disturbios insulinémicos e
alteracdes da tolerancia a glicose, acompanhadas de aumento ©* Y ou auséncia de modificacdes
dos niveis glicémicos basais “® ** %25 Du Toit et al. “”, em modelo de obesidade provinda da
dieta de cafeteria, constataram hiperglicemia basal ndo acompanhadas de alteracGes
insulinémicas, ap0s 16 semanas experimentais.

Sobre a influéncia medicamentosa, a administracdo de losartan no grupo OB+Los
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culminou em normalizacao da tolerancia glicémica e reducao dos indices basais de glicemia e
HOMA em relacdo aos grupos OB; quanto a insulina, embora o losartan reduzisse a insulinemia
basal em ambos os grupos tratados, as diferencas atreladas a obesidade se mantiveram entre
C+Los e OB+Los (Figura 6A). Como discorrido na secdo introdutoria, a Ang-Il configura um
modulador heter6logo da sinalizag&o insulinica, fomentando inimeros mecanismos citosélicos

de resisténcia a insulina, secundarios & ativacdo do receptor AT, ©9.

Sob bloqueio
farmacologico, as vias de interacdo citosolica entre Ang-Il e insulina, dependentes do
acionamento do receptor ATy, sdo amortizadas. No cotejo com fontes da literatura, em doses
menores (10 mg/kg/dia por 12 semanas), a administracdo de losartan reduziu a glicemia, mas nao
afetou os indices de insulinemia e HOMA na obesidade induzida por dieta saturada, ap6s 20
semanas %%, Sob dose similar no decorrer de uma semana, Huisamen et al. “*“ néo denotaram
alteragdes significativas propiciadas pela administracdo de losartan na obesidade induzida por
dieta de cafeteria ao longo de 15 semanas. Considerando-se doses maiores (20 mg/kg/dia, por
uma semana), Kong et al. ®® também n&o detectaram mudancas importantes de insulinemia e
HOMA em ratos obesos, apds 16 semanas de dieta de cafeteria. Estas dissonancias decorrem,
muito provavelmente, de dosagens medicamentosas inferiores a utilizada neste trabalho. Com
razdo, a administracdo de losartan na quantidade de 30 mg/kg/dia culminou em menores indices
glicémicos na obesidade induzida por dieta de cafeteria “".

Complementar ao quadro metabolico, a ocorréncia de altos niveis circulantes de
triglicérides e acidos graxos ndo-esterificados (Tabela 5) junto ao grupo OB pode derivar do
consumo cronico de lipideos e agucar aliado ao quadro de resisténcia a insulina. Essa condicao
acarretaria aumento da formacao e captacdo de triglicérides na forma de quilomicrons, elevacao
da producéo hepatica de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e/ou menor captacdo de
triglicérides em sitios periféricos ©®”. Outro fator preponderante no designio de dislipidemias

comuns & obesidade consiste da exacerbada atividade lipolitica adipositaria ‘% 1°; o tecido

adiposo é postulado como um agente chave na regulacdo do metabolismo lipidico e glicidico
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(105 Antes considerado um 6rgdo inerte e restrito & reserva energética, o tecido adiposo

configura, na verdade, uma fonte de peptideos com relevante papel endécrino, interagindo com o
sistema nervoso central e tecidos periféricos . Substancias como leptina, interleucinas e fator
de necrose tumoral (TNF-a), liberadas pelo tecido adiposo, promovem efeitos inflamatorios,
anti-lipogénicos e lipoliticos, mediados por diminuicdo da atividade da lipoproteina lipase e/ou
ativagdo da lipase hormdnio sensivel, principal carreador da lipolise Y. Além disso, via
estimulacdo do sistema nervoso central, essas adipocitocinas podem induzir a liberacdo de
catecolaminas, acentuando a lipdlise ‘%% Em conjunto, estes processos acarretariam aumento
de fracGes circulantes de triglicérides e acidos graxos, fundamentando os achados do presente
estudo.

A normalizacdo das fragdes de TG e NEFA, provindos do antagonismo do
receptor ATy, é sugestiva da participacdo da Ang-Il na promocao de dislipidemia. Considerando-
se que o blogueio do AT; melhorou a sensibilidade a insulina e, por conseguinte, a lipogénese, é
muito provavel que este mecanismo tenha contribuido na normalizagdo dos indices lipidémicos
dos animais OB+Los. Similares efeitos decorrentes da acdo de antagonistas do receptor AT;
foram confirmados em modelos genéticos de obesidade “****. Em modelos de dieta, entretanto,
Du Toit et al. “” mostraram que o tratamento com losartan, concomitante & inducdo de
obesidade com dieta de cafeteria por 16 semanas, ndo modificou o quadro dislipidémico de ratos
obesos. Logo, o presente modelo de obesidade exdgena reproduz mecanismos metabolicos
integrados, ja constatados na obesidade enddgena.

Em associacdo aos indicadores de lipidemia, os animais obesos exibiram
hipercolesterolemia comparado aos controles, ainda que os indices de LDL e HDL tenham se
mantido inalterados (Tabela 5); esses achados conferem adicionais subsidios para o designio de
dislipidemia ligada a obesidade. Clinicamente, o quadro de dislipidemia consiste de
concomitantes ampliacGes de fracdes séricas de triglicérides, acidos graxos e lipoproteinas de

baixa densidade (LDL), associadas com reducdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL) ®%.



80

No entanto, a caracterizacdo de dislipidemias em espécimes de roedores comuns, como rato e
camundongo, configura tarefa penosa e complexa % 2" Linhagens comuns de roedores, como
0 rato Wistar, sdo geralmente resistentes ao desenvolvimento de dislipidemia e aterosclerose. Em
contraste ao metabolismo lipidémico humano, amplamente dependente do LDL, o
processamento e transporte lipidico desses animais sdo, primariamente, atrelados a formacéao de

HDL @ Em razdo disto, como constatado por Sinitskaya et al. %)

, a ocorréncia de
dislipidemias nos moldes humanos é dificil, mesmo frente a interveng¢des nutricionais com alto
aporte de carboidratos e lipideos. Sob estas consideracfes, provavelmente, os altos indices de
colesterol total podem estar relacionados as fracdes de triglicérides, designando maior
quantidade de VLDL. Por outro lado, diferindo dos demais efeitos metabdélicos, que sdo ligados a
adiposidade, os indices séricos de colesterol sdo, majoritariamente, determinados pelo aporte de
colesterol da dieta. E importante recordar que a composicéo lipidica das ragdes utilizadas neste
estudo é provida de acidos graxos insaturados, advindos de fontes vegetais como 6leo de milho e
amendoim ©% 3% Acidos graxos insaturados s&o potenciais redutores do teor sérico de colesterol,
por exacerbar a captagdo hepatica de colesterol %, enquanto que lipideos saturados estdo
associados com aumento de CT e LDL com concomitante reducio de HDL ©”. Essas
propriedades sdo acentuadas, principalmente, quando a composi¢édo dietética de acidos graxos é
acrescida de colesterol, como vigente nas dietas DH-1, DH-Il, DH-IV e DH-V do presente
trabalho ©* 9. Cabe realcar que o 6leo de milho, presente nas dietas utilizadas neste trabalho é
rico em fitoesterdis, como pB-sitosterol e campesterol 1%, Esses compostos competem com o
colesterol na captacéo entérica e inclusive nas propriedades estruturais, como composicdo de
membranas celulares **?, conferindo subsidios adicionais para a maior concentracéo sérica de
colesterol.

Ademais, os achados de colesterol total foram minimamente influenciados pelo

losartan, contrastando com demais efeitos metabdlicos. Levando-se em conta que a estimulacéo

do receptor AT; mostrou-se associar com formacéo hepética e aumento do contetddo circulante



81

de colesterol Y

, provavelmente, estas discrepancias se sustentaram na obesidade, mediante a
acdo do losartan. Similar perfil de resposta foi denotado em ratos obesos Zucker, com
manutencdo dos indices de colesterol frente a reducéo de acidos graxos em face do antagonismo
de receptores AT; ™2 A relacéo entre bloqueio do receptor AT; e diminuicdo dos indices de
colesterol parece ser mais consistente em condi¢des de exacerbada concentracdo sistémica de
Ang-11, como na hipertensdo essencial ¢ ® 3 |nimeros ensaios clinicos, inclusive, tém
fracassado em demonstrar a reversdo da hipercolesterolemia em sujeitos obesos nao
hipertensivos sob antagonismo do AT; “**19): o inverso foi evidenciado em individuos com
hipertensédo . Contudo, Ran et al. **® mostraram que a infusdo continua de Ang-Il pouco
afetou os indices de colesterol em roedores Wistar, ainda que a pressao arterial e os niveis de
triglicérides tenham se ampliado. Por sua vez, a manutencdo da hipercolesterolemia no grupo
OB+Los poderia decorrer, também, da intervencdo dietética, hiperlipidica e
hipercolesterolémica, utilizada no presente trabalho ©* 3. Considerando-se a influéncia isolada
da obesidade, a ocorréncia de distirbios colesterolémicos é pouco clara na literatura. Em estudo
recente, embora Leopoldo et al. ®” tenham observado hipercolesterolemia em ratos obesos por
dieta hiperlipidica e hipercolesterolémica de periodo breve, 15 semanas, outros estudos prévios
retrataram resultados divergentes com 15 ™, 20 ®® e 45 semanas ©°. Diferencas alusivas as
linhagens e ao protocolo de obesidade, considerando-se as dietas e a extensdo de tratamento,
podem fundamentar estas divergéncias. Em relacdo a obesidade exdgena e sua associagdo com o
antagonismo de AT; por meio de losartan, escassas e inconsistentes evidéncias fornecem

@) denotaram reversio da

subsidios para este debate. Enquanto Du Toit et al.
hipercolesterolemia com relevante dose de losartan (30 mg/kg/dia), Kong et al. ©¥ nio
verificaram efeitos significativos sob menor dose medicamentosa (20 mg/kg/dia). Além da dose,
¢ importante destacar que a extensdo do tratamento farmacologico mostrou-se menor no estudo

de Kong et al. ®*: oito versus 16 semanas.

Conjugado aos achados nutricionais e metabdlicos, a obesidade foi também
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caracterizada por ocorréncia de hiperleptinemia (Figura 6B). Em conformidade com o presente
trabalho, ensaios clinicos ™ e experimentais “" ® tém demonstrado a associagdo entre

obesidade e hiperleptinemia. Uma investigacéo pioneira de Zhang et al. **

, envolvendo a
identificacdo da leptina no final do século passado, conferiu sustentacéo inicial para ponderacgoes
sobre essas novas atribuicGes funcionais dos adipdcitos. A leptina é sintetizada pelo tecido
adiposo e a dimenséo de sua influéncia mostra-se atrelada ao grau de adiposidade corporal %%,
Seu principal efeito envolve o controle da saciedade e é mediado por mecanismos diretos de
ativacdo ou inibicdo de neurbnios dos nucleos hipotalamicos arqueado, ventromedial e dorso-
medial; estes recintos celulares apresentam receptores hormonais Ob-Rb, acionados pela leptina
(121, 122) "Mecanismos sinalizadores principiados no Ob-Rb canalizam a transducéo de sinal pela
via bioquimica das proteinas janus-quinase (JAK) . Por meio destas cascatas de sinalizagdo,
demonstrou-se também que a leptina possui propriedades pré-inflamatorias e promove agregacédo
plaquetaria ?* Y Em geral, o consumo de dietas hipercaldricas acarreta resisténcia a acéo da
leptina, com resultante hiperfagia e, por conseguinte, acentuada evolucao ponderal e adipositaria
(124 Cabe ressaltar, contudo, que o quadro de resisténcia caracteriza-se por efeitos seletivamente
diversos nos tecidos corporais *?®. Enquanto algumas respostas, como o apetite, sio amortizadas
com reticéncia, outros efeitos, como a lipélise, podem se mostrar potencializados %4 23 124)
Neste contexto, a menor ingestdo caldrica (Tabela 3) dos animais OB em comparagdo as
contrapartes C pode indicar que a hiperleptinemia, secundaria a ampliada adiposidade, foi efetiva
na normalizacdo do balango energético.

A manutencéo do hiperleptinemia na vigéncia de losartan mostrou que a producao
de leptina pelo tecido adiposo ndo estd associada ao acoplamento da Ang-Il junto ao receptor
AT;. Poucos estudos relacionaram o bloqueio de receptores AT, com 0s niveis sistémicos de
leptina. Cassis et al. % mostraram que a Ang-Il se associou com secrecdo de leptina em

adipacitos isolados, fato que revelou-se atenuado sob a influéncia de um inibidor da enzima

conversora de angiotensina. Umeda et al. "® verificaram que o antagonismo de AT; induziu
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reducdo dos niveis séricos de leptina em ratos espontaneamente hipertensos obesos, sob dieta
enriquecida de sacarose. Cabe frisar que estes achados foram acompanhados de diminuicdo da
adiposidade e da expressdo do gene ob, relacionado a sintese de leptina. Considerando-se
modelos de obesidade exdgena, Velkoska et al. ®® obtiveram achados similares aos obtidos neste
trabalho, ap6s 12 semanas de intervencdo com inibidor de ECA junto a ratos com obesidade
induzida por dieta hipercalorica. Clinicamente, a reducdo dos niveis de leptina de individuos
obesos s6 se mostrou possivel com associacdo de programas de emagrecimento a intervencao
farmacoldgica de inibicdo da ECA %%, Portanto, os indices hormonais de leptina aparentam ser
fortemente direcionados pela dimenséo da adiposidade, em conformidade com os resultados do
presente estudo.

Segundo diversas evidéncias da literatura, dentre inimeros efeitos metabdlicos
ligados a condicdo biométrica, a ativacdo do sistema renina-angiotensina (SRA) configura uma
importante comorbidade que acompanha a obesidade “”. Classicamente, 0 SRA consiste de uma
cascata de eventos enzimaticos essenciais na manutencdo da homeostase sistémica e
cardiovascular “%. Envolve, em principio, a clivagem do angiotensinogénio, resultante da acio
da protease renina, propiciando a producédo de angiotensina I, a qual é, em seguida, convertida a
Ang-11 numa reacdo carreada pela enzima conversora da angiotensina (ECA) (0 1727 127) pg|g
menos trés hastes de ativacdo do SRA estdo ligadas a adiposidade: 1) aumento da secrecdo de
angiotensinogénio pelo tecido adiposo, a segunda maior fonte do precursor de angiotensina I; 2)
exacerbada producdo e acdo de adipocitocinas, culminando em ampliada sintese hepética de
aldosterona e 3) elevacéo da concentracdo sistémica de renina e ECA ©¥. Considerando-se o
presente estudo, a analise da atividade sistémica da ECA, embora maior na obesidade, mostrou-
se similar entre os grupos C e OB (p>0,05). N&o foram encontrados trabalhos que analisaram o
comportamento dessa variavel em modelos de obesidade induzida por dieta. A ECA se apresenta
junto a superficie de células endoteliais em todo o organismo e é particularmente abundante no

pulmdo, intestino, tecido adiposo, placenta e membranas renais **”; a ECA sérica, foco do
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presente trabalho, € procedente dessas diferentes fontes teciduais. A acdo da ECA é influenciada
por atividade da renina e disponibilidade de angiotensinogénio para a formacéo de Ang-1 2.
Levando-se em conta que o tecido adiposo configura a segunda maior fonte de
angiotensinogénio, provavelmente, a relativa amortizacdo da atividade da ECA na obesidade ndo
decorreria da falta do substrato para a formacdo de Ang-I. Um mecanismo mais provavel seria a
reducdo, por feedback, da sintese e atividade de renina, consequente a maior formacdo de Ang-II
pelo tecido adiposo. Vérias evidéncias tém comprovado que a hipertrofia dos adipdcitos resulta
em exacerbada sintese e secrecdo de Ang-11 4 103104129 - Ampliadas concentragdes de Ang-II
culminam em reducdo da formagéo renal e atividade sistémica da renina, resultando em menor
clivagem de angiotensinogénio em Ang-1 " 9 A diminuida disponibilidade de Ang-I
implicaria em normalizada atividade da ECA. Embora meramente especulativos, esses
mecanismos podem fundamentar a auséncia de diferencas significativas entre C e OB. Para
melhor elucidacdo da relacdo entre obesidade e SRA no presente modelo, anélises diretas da
atividade da renina, niveis de angiotensinogénio e Ang-1l e/ou atividade da ECA em diferentes
locais mostram-se fundamentais e deveréo ser utilizadas em futuros estudos.

Em relagdo a influéncia do losartan sobre a atividade da ECA, a combinagdo de
condicdo biométrica com medicacdo externou interacdo significativa. Frente a administracao de
losartan, na obesidade, observou-se um decréscimo, ainda que ndo revestido de significancia
estatistica (p>0,05), no cotejo entre grupos OB; em contraste, entre os grupos C, constatou-se um
aumento significativo da atividade enzimatica. A ampliacdo da atividade no grupo C+Los
configura um mecanismo de feedback derivado do bloqueio de acesso tecidual da Ang-I1. Nesta
perspectiva, a maior atividade de ECA seria voltada a maior producdo de Ang-Il na busca de se
compensar o tamponamento de receptores AT; ®* 7. Considerando o grupo obeso submetido a
losartan, pode-se discutir sobre a disponibilidade de substrato sérico para a formacdo de Ang-II.

Como referido anteriormente, 0 SRA é regulado pela dimensdo de adiposidade ©* 2% Além

disso, trés principais sitios afetados por controle retroativo do SRA incluem a producdo de
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angiotensinogénio no figado e tecido adiposo, assim como sintese e secrecdo de renina no rim
(130.131) A Ang-I1 regula positivamente a producdo hepatica e adipocitaria de angiotensinogénio e
modula negativamente a transcricdo e formacéo de renina no rim ®* 2% Admite-se que estes
eventos sejam amortizados mediante antagonismo do receptor AT;; em razdo da menor
disponibilidade de angiotensinogénio, apesar da maior producdo de renina, a formacdo de Ang-I
seria reduzida, acarretando uma diminuicdo da atividade da ECA. Estes subsidios
fundamentariam a relativa diminuicéo da agdo enzimatica, detectada no grupo OB+Los.

Destarte, 0s resultados obtidos consolidam a hipo6tese de que obesidade induz
desordens nutricionais, metabdlicas e hormonais, algumas das quais, reguladas pelo acionamento
do receptor AT;. Entretanto, outras variaveis analisadas, como colesterol e leptina, ndo se
mostram influenciadas pelo antagonismo de AT;, evidenciando que outros atributos causais
podem responder por estas alteragdes decorrentes da obesidade.

Em relacdo ao comportamento cardiovascular, os resultados da presente
investigagdo revelaram que a pressdo arterial sistolica manteve-se inalterada nos animais obesos
(Tabela 6). Em geral, interacbes envolvendo agentes adrenérgicos, hiperinsulinemia,
hiperleptinemia, SRA e sistema nervoso simpatico podem desencadear mecanismos de
vasoconstricdo periférica, que sdo o cerne da hipertensdo arterial secundéria & obesidade ¢”. Em
ensaios experimentais, varios autores tém mostrado que a obesidade induzida por dieta
hipercaldrica acarreta disfuncdo da reatividade vascular ®+8* *2 um mecanismo que pode se
associar com ocorréncia de hipertensdo arterial. A auséncia de diferencas pressoricas detectaveis
entre os grupos C e OB, entretanto, ndo descarta a ocorréncia de distdrbios pressoricos
vinculados a obesidade. Em ratos obesos e hipertensos, Sedova et al. 2 constataram que os
indices pressoricos mostravam-se elevados somente durante o periodo noturno, quando 0s
animais estavam mais agitados, ainda que os niveis hemodindmicos médios ndo fossem
diferentes. Por sua vez, inumeras fontes da literatura exibiram resultados dissonantes quanto aos

efeitos pressoricos; matrizes distintas de animais, aliadas a falta de consisténcia metodoldgica
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quanto as intervencdes dietéticas podem parcialmente explicar a diversidade de achados
encontrados. Alguns autores detectaram aumento dos indices presséricos em Wistar 752 %9 ¢
Sprague-Dawley ©% 132 139 an6s periodos breves, de 10 a 16 semanas de dietas hipercaléricas
com sobrecarga lipidica e sacaridea, um perfil dietetico similar as nossas intervencdes. Sob
semelhantes condicOes, entretanto, outros estudos revelaram auséncia de alteragdes da pressao
arterial em ratos obesos das linhagens Sprague-Dawley ¥ e Wistar ®*, apés protocolos de 12 e
15 semanas de dieta. Comportamento parecido foi constatado em ratas obesas da linhagem
Fischer ®*® e ratos Wistar-Kyoto obesos “ ° apés protocolos com 20 semanas de duragéo.
Levando-se em conta delineamentos de maior extensdo, poucos e conflitantes estudos abordaram
a ocorréncia de distirbios pressoricos em modelos de obesidade induzida por dieta rica em
gorduras e agucares. Alguns pesquisadores constataram aumento da pressao arterial em Wistar
37 e ratas Fischer **®® com obesidade induzida por sobrecarga lipidica e sacaridea apds 26
semanas e dois anos de experimentacdo, respectivamente. Entretanto, Paulino et al. ®® nio
verificaram modificagdes pressoricas em roedores obesos da linhagem Wistar, apds 35 semanas
de dieta similar & utilizada neste trabalho. Em adicéo, dois estudos recentes ©® ¥ conduzidos
em nosso laborat6rio, mostraram que a obesidade induzida por dieta hipercal6rica ndo afetou a
pressdo arterial apos 30 e 45 semanas de protocolo experimental; em ambos os trabalhos, o
aporte dietético ndo continha sobrecarga sacaridea. Neste sentido, algumas evidéncias revelaram
que dietas hiperlipidicas sdo primariamente associadas com maior producdo endotelial de 6xido
nitrico, um classico agente vasodilatador 49, Estes efeitos sdo acionados, principalmente, por
insulina Y e leptina 2, as quais podem interagir e exacerbar a producéo de 6xido nitrico, com
consequente relaxamento endotelial. Estados de hiperinsulinemia e hiperleptinemia, como
verificado no grupo OB, podem acentuar a formacdo de 6xido nitrico, com secundaria reducéo
da resisténcia periférica e da pressdo arterial. Similar mecanismo mostrou-se presente em
condicdes clinicas relacionadas ao paradoxo da obesidade, ou ainda “obesidade descomplicada”,

isto é, desprovida de importantes intercorréncias cardiovasculares 4.



87

Conjugado ao perfil cardiovascular, alguns indicadores estruturais in vivo, obtidos
por ecocardiograma, como espessuras diastolicas do septo interventricular, da parede posterior e
espessura relativa do ventriculo esquerdo, denunciaram ocorréncia de hipertrofia cardiaca no
grupo OB (Tabela 7). Analogamente, indicadores morfometricos microscopicos (Figura 7)
confirmaram a ocorréncia de hipertrofia miocérdica, ainda que evidéncias anatdmicas
macroscopicas, relacionadas a massa do ventriculo esquerdo em valores absolutos (p=0,07) e
relativos, ndo tenham corroborado a instalacéo de proliferacdo miofibrilar derivada da obesidade
(Tabela 9). Provavelmente, essa dissensdo de resultados é decorrente de especificidades inerentes
as condicBes metodoldgicas. Nas analises in vivo, sdo avaliados indicadores geométricos
regionais ao cabo da diastole; analises macroscopicas post-morten consistem de mensuragdes
globais da massa ventricular, desconsiderando diferencas contrateis e morfolédgicas regionais do
VE. Em referéncia a literatura, a avaliagdo macroscépica post-morten apresenta-se como um dos
principais métodos de estudo da morfologia cardiaca em modelos experimentais de obesidade
exogena “® %0 Entretanto, a divergéncia de resultados sobre hipertrofia miocardica revela-se
substancial nos diversos periodos protocolares. Em intervalos de 10 a 16 semanas, embora
numerosos estudos ©* 9 135 149 nag notificassem alteracdes morfoldgicas, outros autores
constataram aumento de massa cardiaca em ratos obesos “” %2 °"_ Ainda que as inconsisténcias
sejam mais brandas em intervalos de 20 semanas “* *¥, sobressaem-se novamente em periodos
superiores. Assim como na pressdo arterial, diferentes linhagens de animais e intervencdes
dietéticas distintas, aliadas a oscilacbes instrumentais poderiam explicar, pelo menos
parcialmente, essa diversidade de achados. Enquanto Pinheiro et al. ®* verificaram hipertrofia
cardiaca com 24 semanas, Bruder-Nascimento et al. ®, Paulino et al. ®® e Nascimento et al. ©®
nédo confirmaram estes achados com 30, 35 e 45 semanas, respectivamente.

Aliado as analises macroscopicas, outro método comumente utilizado para
avaliacdo morfologica do miocardio consiste na mensuragdo da area seccional transversa celular

em secgOes teciduais coradas com hematoxilina-eosina; porém, relativamente, poucos estudos se
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utilizaram de mensuracbes morfomeétricas em modelos de obesidade induzida por dieta
hipercalérica “9%3 9. Ainda mais intrigante é a variedade de indicadores de anélise. Somente
Paulino et al. ®® se pautaram na analise do diametro celular passando pelo niicleo e ndo
constataram alteracdo da dimensdo miocitaria. Embora concordantes em relacdo a auséncia de
modificacdes celulares, outros estudos “® °? tiveram a &rea seccional transversa como principio
de estudo morfométrico. Sob esta perspectiva, no estudo de Leopoldo et al. ®?, os autores nio
constataram hipertrofia tecidual, contrastando com resultados macroscopicos, decorridas 15
semanas experimentais. Embora Unico a identificar hipertrofia cardiaca em periodo crénico, o
estudo de Pinheiro et al. ®® merece destaque, em razdo do rigor metodolégico. Os autores
fizeram uso ndo somente de estereologia macroscopica, como também de indmeros indices
estereoldgicos microscopicos, como volume e densidade numérica de cardiomidcitos e ndcleos,
além da érea seccional transversa.

Assim como as condutas macroscopicas, a analise morfométrica exibe limitacoes

de precisdo que podem conduzir a incorrecdes de interpretacdo. Gerdes *4°

pontua quatro fatores
que podem restringir a precisdo do procedimento e conduzir a incorrecfes de interpretacdo: 1)
variabilidade do angulo de corte tecidual, havendo superestimacdo da area miocitaria; 2)
condicdo contratil das amostras teciduais, com fibras contraidas adjacentes a fibras relaxadas; 3)
mensuracOes realizadas somente considerando o ndcleo, com iminente risco de superestimagédo
das afericOes e 4) a area seccional, isoladamente, ndo providencia entendimento adequado do
grau de hipertrofia celular. Sob estas consideracdes, para a tomada de medidas morfométricas do
miocardio, optou-se pela analise morfométrica nuclear agregada a area seccional transversa do
cardiomiocito. Em analises bidimensionais, esse indicador mostrou ser um método analitico mais
acurado do que a 4rea seccional transversa para avaliar as dimensdes dos cardiomiécitos €.
Levando-se em consideracdo que ambos os indices mostraram-se ampliados com a condigéo

biométrica, pode-se concluir que a obesidade se associa com hipertrofia miocardica, ratificando

achados in vivo. Em estudo precedente, constatou-se ocorréncia de hipertrofia celular,
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evidenciada por aumento de volume nuclear, como manifestacdo primaria de remodelacao
cardiaca, apds 20 semanas de experimentagdo ©©.

Os indicios de crescimento ventricular (Tabela 11) sdo consistentes com o
conceito de hipertrofia concéntrica do ventriculo esquerdo, caracterizado por deposicdo paralela
de sarcomeros . Os estimulos para a remodelacéo proliferativa do miocardio incluem inGimeros
eventos mecanicos e bioquimicos que acionam receptores, canais idnicos e integrinas atadas ao
sarcolema . Subsequentes a estes estimulos, variadas vias de sinalizacdo sdo carreadas no
meio citosolico, designando modificacdes da expressdo génica e sintese protéica & * 13 14,
Dentre 0s mecanismos de hipertrofia miocardica, incluem-se agentes proliferativos como
endotelinas, catecolaminas, adipocitocinas inflamatérias e Ang-11 “. Outros autores > "
mostraram que a estimulacdo mecénica do receptor AT; aciona mecanismos promotores de
remodelagdo cardiaca, independentes da acdo hormonal da Ang-Il. Por conseguinte, ainda que a
pressao arterial sistélica ndo tenha se elevado com a condicdo biométrica, é possivel que
distirbios hemodinamicos nao-identificados sobrevenham na obesidade e mantenham relagédo
com estresse parietal e remodelacdo cardiaca.

Em associacdo a hipertrofia concéntrica, o0s ratos obesos apresentaram
remodelacdo da matriz extracelular de colageno (Figura 7B) e das isoformas de cadeias pesadas
de miosina (Figura 8). A ocorréncia dessas manifestacdes configura um atributo comum a

remodelacdo cardiaca tipica de condices patolégicas ¢ .

Considerando-se a ampliada
deposicéo intersticial de colageno, variados autores documentaram remodelagcdo da matriz
. . . . . (49, 50, 52, 59)
extracelular em diferentes protocolos experimentais de obesidade exdgena . O
intersticio miocardico é composto por colageno nas formas fibrilar e ndo-fibrilar, e diversas
protefnas conectivas, como laminina, elastina, proteoglicanos e integrinas ““®). A remodelacéo da
matriz intersticial € resultante de um balanco entre sintese de fibras colagenas, resultante do

metabolismo de fibroblastos, e degradacéo, derivada da acdo de metalloproteinases de matriz

(MMP) @9 perturbacdes da homeostasia sistémica e tecidual decorrentes, principalmente, de
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condicdes de sobrecarga hemodinamica e acdo de fatores hormonais proliferativos, culminam em
ampliada sintese de colageno e reduzida degradacdo por MMPs “®). Neste sentido, a ocorréncia
de fibrose intersticial cardiaca poderia ser resultado do cenario inflamatorio e multifatorial
atrelado a condicdo de obesidade. Inimeros investigadores constataram que o acumulo de
colageno intersticial se associa com ativacao de fatores de transformacéo e crescimento (TGF-p)
(148) ‘secundaria a Ang-11 “"** e/ou inibidor do ativador de plasminogénio do tipo I (PAI-1) 7.
Entretanto, outros agentes como leptina, TNF-a e interleucinas, além de atributos ligados a dieta,
como sacarideos, lipides e estresse oxidativo, configuram potenciais mecanismos de promoc¢éo
de remodelaco intersticial 49,

Além da remodelacdo morfoldgica do coragdo, a obesidade se associou com
maior expressao de isoformas p-MHC (Figura 8), um tipico indicador de processos hipertroficos
90 tecido cardiaco de animais adultos de pequeno porte, como os roedores, expressa maior
quantidade de a-MHC ™). O alto contetido de a-MHC é considerado uma atribuicdo adaptativa
em face do ritmo mais rapido de hidrélise do ATP e correlaciona-se positivamente com os altos
valores de frequéncia cardiaca ““%. Esse padréo de distribuicdo é modificado por condicdes
fisiopatoldgicas diversas, como diabetes mellitus | hipotireoidismo *%, restricéo alimentar
(152 hipertenséo arterial ®2, e obesidade ©* Y. Em estudos prévios, similar modelo de obesidade
induzida por dieta hipercalérica mostrou-se associado com aumento de B-MHC em ratos
normotensos % e espontaneamente hipertensos ©Y. Embora pouco esclarecidos, mecanismos
tipicamente associados a hipertrofia e remodelacdo intersticial, como processos derivados de
adipocitocinas inflamatorias, catecolaminas e Ang-I11, além de caracteristicas da dieta, também
poderiam configurar moduladores da sintese de B-MHC .

Em referéncia ao desempenho funcional, a analise ecocardiografica revelou que a
obesidade se associou com alteracfes de desempenho sistélico e diastdlico, sustentados,
respectivamente, em indicadores de maior encurtamento e relaxamento miocardico (Tabela 8). A

funcéo sistdlica é determinada por condi¢cdes de contratilidade, pré e pos-carga, frequéncia
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cardiaca e sincronismo de contracdo & ’®. Considerando-se que a pressio arterial e frequéncia
cardiaca ndo se alteraram no grupo OB, a melhoria do desempenho sistolico mantém-se
diretamente relacionada com a hipertrofia do ventriculo esquerdo, aliada a possibilidade de
maior responsividade miofibrilar frente diferentes estimulos neuro-hormonais, como
catecolaminas ““®); condic@es hiperleptinémicas, tipicas da obesidade, associam-se com ativacio
de sistema nervoso simpético e liberagdo de catecolaminas % Y. O aumento da velocidade de
encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo decorrente de hipertrofia e/ou melhor
ativacdo contratil miofibrilar mostra-se dissociada da alteracdo de MHC. Em geral, a conversao
proporcional de o- para p-MHC remete a maior economia energética, em razdo de menor
combustdo ATPésica a cada ciclo contratil ™ ¥ No curso da remodelagdo cardiaca, essas
alteracOes estruturais alinham-se a modificagdes morfoldgicas, como hipertrofia e fibrose
intersticial, e desordens funcionais, relacionadas ao acoplamento entre actina e miosina ¢*.
Neste aspecto, a maior propor¢do de isoforma B-MHC se traduz, comumente, em menor
velocidade de encurtamento miofibrilar ®** **¥_ Contudo, no presente estudo, a remodelagéo
cardiaca derivada da obesidade foi também caracterizada por ampliado desempenho contrétil do
coragdo, indicado, dentre outras varidveis, por maior velocidade de encurtamento da parede
posterior do ventriculo esquerdo. Essa dissociacdo entre a composi¢do de proteinas contrateis e a
funcdo pode ser decorrente de inimeros fatores, dentre os quais, heterogeneidade miocardica
regional e/ou estado de remodelacdo cardiaca. Considerando-se as variacbes regionais, as
amostras teciduais destinadas a homogeneizacdo protéica e analises de MHC foram removidas
da parede anterior do ventriculo esquerdo (Secao 2.8.3.1 em Material e Métodos). Em contraste,
as avaliacdes morfoldgicas micro e macroscopicas envolveram retalhos teciduais, provindos da
parede posterior. Estudos precedentes % 1% revelaram que a propor¢do de p-MHC, ainda que
reduzida, ndo é aleatéria no coragdo de roedores adultos. Krenz et al. “*¥ constataram que a
maior concentracdo de B-MHC situa-se proximo aos muasculos papilares, no endocardio, numa

regido anelar ao redor da juncdo atrio-ventricular. Em outro estudo “**, os autores verificaram
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que as mudancgas no fenotipo de MHC sdo reguladas pela proximidade com o sistema de
conducéo nervosa e variagcbes mecanicas; em geral, quanto mais proximo das fibras de Purkinge
e maior a pés-carga contratil, mais precoce e pronunciada € a conversao de a- para p-MHC. Cabe
realcar que a velocidade de encurtamento do sarcomero é também dependente da fosforilagdo
acionadora do complexo de miosinas de cadeia leve, especificamente, a cadeia leve regulatéria
(156,157 £ pem evidenciado que este evento é mais pronunciado em cardiomidcitos de
procedéncia epicardica, comparados as fibras de sitio endocéardico ®*”. Levando-se em conta a
globalidade da avaliacdo ecocardiogréafica em relacdo a funcdo miocérdica, é possivel que a
velocidade de encurtamento contréatil da parede posterior seja influenciada pelas particularidades
comentadas.

Noutra perspectiva, frente uma agressdo continua, embora os indicadores
morfolégicos e de MHCs possam configurar condi¢Bes precursoras de disfuncéo ventricular e/ou
insuficiéncia cardiaca, essas respostas podem constituir, primariamente, um mecanismo
adaptativo, repercutindo, inclusive, em melhor eficiéncia contratil do coracdo . Assim sendo, a
magnitude de variagdes de MHCs no presente trabalho ndo consubstanciaria a ocorréncia de
repercussdes funcionais significativas. Em ratos adultos, somente proporgdes de B-MHC
equivalentes ou superiores a 70% tém sido associadas com relevante impacto funcional ®%. Em
analogia, somente amplia¢fes similares ou maiores que 100% no conteudo intersticial de
colageno tém efeitos sobre o desempenho contratil *®. Sob estas consideraces, os achados
morfoldgicos, moleculares e funcionais confeririam suporte para o delineamento de um processo
de remodelacdo cardiovascular ainda de curso inicial, sem importantes repercussdes no
desempenho contratil.

Considerando-se funcdo contratil, em comparacdo a literatura, outros estudos,
entretanto, documentaram ocorréncia de disfuncdo sistélica em ratos Wistar obesos ©25%,

Considerando-se que estas investigacdes se utilizaram de protocolos muito similares ao do

presente trabalho, muito provavelmente, essas diferencas de resposta podem estar ligadas a
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linhagem e/ou grau de adiposidade. Levando-se em conta que o Wistar-Kyoto é geneticamente
muito proximo do rato espontaneamente hipertenso, estimulos especificos como, por exemplo,
condicdes neuro-hormonais, poderiam induzir respostas fenotipicas similares as do SHR ®*®. Em
geral, os SHRs apresentam hipertrofia concéntrica e intensa atividade neuro-hormonal, derivada,
principalmente, do SRA *®; em estudo recente, denotou-se ocorréncia de hipertrofia em SHR
com obesidade induzida por dieta hipercalérica, apés 20 semanas experimentais V. Comparado
a estudos com roedores Wistar “® °>° observa-se neste e em estudo anterior “® que os WKY se
apresentaram, aparentemente, mais obesos do que seus congéneres, frente similar protocolo
experimental. Em analogia, supde-se que a influéncia de adipocitocinas possa ser maior em
WKY, favorecendo a interacdo de estimulos que possam ativar o deslizamento miofibrilar no
miocardio. Outro estudo prévio também documentou ocorréncia de hipertrofia e melhora de
rendimento sistélico em WKY com obesidade induzida por dieta hipercaldrica, apds 20 semanas
experimentais ©9.

Em relagdo ao desempenho diastdlico, embora a relacdo E/A ndo se revele
alterada, a onda E estd ampliada, enquanto os indices de relaxamento isovolumétrico (TRIV e
TRIV/R-R) mostram-se reduzidos nos ratos obesos ndo-medicados. Esses achados funcionais
substanciam desordens de complacéncia e relaxamento ventricular e poderiam configurar

indicios de disfuncdo diastélica de padrio restritivo 9.

Nesta perspectiva, resultados de
natureza morfoldgica, como hipertrofia concéntrica e fibrose intersticial, e molecular, como
expressao miocardica de B-MHC, confeririam sustentabilidade adicional ao comprometimento
diastélico. Em modelo similar ao do presente estudo, constatou-se ocorréncia de achados
similares em ratos espontaneamente hipertensos, apés 20 semanas de experimentacdo ©V,
reiterando a proximidade genética e ocorréncia de respostas similares entre as cepas de WKY e
SHR. Disfuncdo diastolica na obesidade poderia resultar de interacdo entre demanda

hemodinamica, relacionada a hipervolemia, combinada com efeitos neuroendocrinos de

adipocitocinas 4.
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Entretanto, no presente trabalho, variaveis de morfologia macroscépica, como
didmetro do atrio esquerdo, massa de atrios e umidade tecidual (dados ndo-apresentados), nao
corroboraram presenca de disfuncao diastolica. No contexto metodoldgico, cabe ressaltar que a
avaliacdo ecocardiografica do influxo mitral é influenciada por inimeros fatores, incluindo
freqliéncia cardiaca, complacéncia atrial e ventricular, funcionamento da valvula mitral e pressao
do étrio esquerdo ™. Por conseguinte, muitos autores demonstraram que as variaveis onda E,
razdo E/A e TRIV sdo pouco acuradas para se avaliar o desempenho diast6lico do ventriculo

esquerdo (60162

. Considerando-se que somente a fase de enchimento rapido (onda E), em
valores absolutos, e 0 TRIV mostraram-se alterados na obesidade, outros indicativos obtidos por
Doppler tissular, como velocidades de pico na proto (onda E’) e teledidstole (onda A’)
confeririam maior consisténcia a delimitac&o do quadro diastdlico 2.

Logo, é mais provavel que as variacbes de relaxamento ventricular sejam
condizentes com hiper-ativacdo do desempenho diastélico e se relacionem com ampliada
capacidade de captacdo de célcio (Ca™) pela bomba de Ca*? do reticulo sarcoplasmatico
(SERCA) ™V possivelmente vinculada com maior fosforilagdo da fosfolambam, secundaria a
hiperatividade adrenérgica ®”. Em favor destas suposicdes, um dos primeiros estudos
desenvolvidos em nosso laboratério “® mostrou que a obesidade induzida por dieta hipercalérica
se associou com maiores expressoes génicas de SERCA e fosfolambam em roedores Wistar.
Portanto, alteragbes relacionadas ao trénsito citosdlico de Ca™ na fase de relaxamento,
consequentes aos cenarios hemodinamico e neurohormonal poderiam conferir melhor suporte
para a ocorréncia das modificacfes de relaxamento ventricular. Conjugado ao maior rendimento
sistélico, o melhor desempenho diastélico configuraria um ajuste funcional decorrente de
elevado consumo de oxigénio vinculado a ampliada dimensdo corporal e menor pds-carga na
obesidade ™*®. Clinicamente, estes mecanismos foram observados no paradoxo da obesidade,
“obesidade descomplicada” “*®. Outras investigacdes de nosso grupo de pesquisa evidenciaram

que a obesidade ndo se associou com alteracdes funcionais do miocardio apés 15 © °9, 20 %)
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30 39 ¢ 45 semanas experimentais ©”. Cabe realcar, entretanto, que, nestes protocolos, as dietas
hipercaldricas ndo portavam sobrecarga sacaridea. Portanto, é bem evidente que o processo de
remodelacdo derivado da obesidade exdgena € fortemente atrelado a variagdes de dieta e
linhagem de estudo. Novos trabalhos seréo potencialmente Gteis nesses debates.

Deste modo, considerando-se o perfil cardiovascular, ainda que o presente estudo
ndo revele ocorréncia de hipertenséo arterial na obesidade, esta condicdo biométrica se associa
com remodelacéo cardiaca, sustentada por hipertrofia miocitaria e ventricular, fibrose intersticial,
sintese de B-MHC, exacerbacdo do desempenho funcional sistélico e importantes alteraces
diastdlicas.

Muito embora numerosos agentes causais sejam presentes na obesidade, o
preceito inicial do presente trabalho se pautou na participacdo da ativacdo de receptores AT; na
promocdo de remodelagdo cardiaca nos animais obesos. Em consideragdo aos mecanismos
potencialmente envolvidos no principio de alteragdes adaptativas miocéardicas, contudo,
verificou-se ocorréncia de reduzida expressdo de Ang-Il no miocérdio de ratos obesos. A menor
concentracdo cardiaca de Ang-1l indica que a formacéo peptidica local esteja reduzida e/ou que a
degradacdo protéica esteja ampliada. Para contrabalancar os efeitos da exacerbacdo do SRA
derivados da obesidade, carreando alteracfes adaptativas comuns a remodelacdo cardiaca, a a¢do
da ECA-2 pode ter se ampliado na busca de se amortizar a sinalizagdo provinda do acoplamento
da Ang-11 exégena junto ao receptor ?®. Dentre os diversos agentes que controlam o processo
proliferativo do miocardio, inclui-se o balanco entre Ang-Il (1-8), resultante da acdo da ECA
sobre o decapeptideo Ang-I, e Ang-(1-7), formada a partir da clivagem da Ang-11 pela acdo da
ECA-2 @ 120 A acdo de peptideos de Ang-(1-7), justaposta ao receptor Mas, determina
respostas fisiologicas vasodilatadoras e anti-proliferativas, interagindo negativamente com vias
ativadas pelo acoplamento da Ang-II no receptor AT; “?® e amortizando a neo-formacéo local
de Ang-11, via ECA “%2 Pportanto, por meio de cascatas adjacentes principiadas no peptideo

Ang-(1-7), a ECA-2 pode modular os efeitos fisiopatologicos mediados pela Ang-Il no coragéo
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(162,163 "Em favor dessa premissa, Burrell et al. ®® mostraram que a atividade de ECA-2 é
ampliada ap6s o infarto agudo do miocardio, sugerindo que essa enzima configura um
modulador negativo do SRA, ap6s a injuria miocardica. Indicadores de remodelacdo cardiaca
como hipertrofia miocitaria e fibrose intersticial, se associaram com elevada expressdo génica e
atividade de ECA-2 em ratos . Por outro lado, o consumo de frutose, um importante nutriente
presente na dieta hipercalérica ©®® %, esta associado com a sintese de receptores ATy, num
evento paralelo & influéncia do SRA “®®), Em consequéncia, a maior expressao de receptores AT,
poderia potencializar mecanismos procedentes do acoplamento da Ang-11, aumentando também a
expressdo e atividade da ECA-2. Logo, admite-se que mecanismos de degradagdo possam
fundamentar a menor expressdo de Ang-11 no coracdo de ratos obesos; porém, em razéo de estas
proposic¢Oes serem apenas conjecturas, novos estudos poderdo melhor esclarecer estes achados.
Em relagdo as demais vias de sinalizacdo, a obesidade se associou com maior
expressao de ERK e reducdo da expresséo de JNK (Figuras 9B e 9C). As MAPK podem ser
estimuladas por intimeros e diversos agentes **®; as proteinas JNK e p38-quinase (p38K)
configuram mensageiros moleculares com maior sensibilidade a estimulos mecénicos, como
vigente na hipertensdo arterial ““ ') Diferentemente, a ativagdo da ERK revela-se mais
subordinada a acdo de fatores de crescimento com acionamento tirosina-quinase subsequente,
por exemplo, & agdo do horménio do crescimento, insulina, leptina e Ang-11 * . Portanto,
desajustes endocrinos especificos, como a hiperinsulinemia, hiperleptinemia e exacerbacdo do
SRA, ou interativos, como no cross-talk molecular entre mecanismos hormonais paralelos,
podem ativar a MAPK-ERK e configurar potenciais causas de remodelacdo cardiaca em ratos
obesos. Sob estas consideracbes, o aumento da expressio de ERK no grupo OB §,
provavelmente, resultante de mecanismos de ativacdo interativa, principiados pela insulina,
leptina e processos moleculares dependentes do eixo AT / proteina G %),
A reducéo da JNK no grupo OB comparado ao C configura um achado intrigante.

A ativacdo do ERK consiste de uma importante via de promogéo de hipertrofia cardiaca, por
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meio da estimulacdo de fatores nucleares de células T ativadas (NFAT) e subsequente
transcricdo de genes nucleares, como GATA-4 “*'9 (Figura 2). Esta cascata de sinalizagdo
desencadeia alteracdes fenotipicas, de padrdo fetal, comuns ao remodelamento cardiaco
patoldgico, como sintese de isoforma p-MHC e fibrose intersticial “. Em geral, o acionamento
de MAPKSs repercute em inumeros mecanismos de autorregulacao, mediados pela especificidade
e magnitude da sinalizagdo bioquimica, aliados & acdo de proteinas fosfatases (MKP) . Neste
contexto, a vigéncia de estimulos especificos direcionados a via ERK pode ter culminado em
supressdo bioquimica da atividade de outros membros de MAPK, como a JNK. A atividade de
JNK € contrarregulada pelas isoformas de fosfatases MKP-1 e MKP-5, as quais séo fosforiladas
por ERK 1/2 e inibem, especificamente, as acdes de JNK e p-38K 7. Além disso, a ativacdo do
TGF-B configura outro possivel agente de estimulacdo da expressdo de MKP-1 (168) " Cabe
ressaltar que este peptideo é ativado pela Ang-1l e estd envolvido na promoc¢do de fibrose
intersticial 7 13 146),

Portanto, o comportamento da ERK aliado a JNK sugere que fatores de
crescimento, como insulina e leptina, possam reger o processo de remodelacdo cardiaca na
obesidade. A ocorréncia de hiperinsulinemia e hiperleptinemia se consolidou na auséncia de
alteragBes importantes da pressdo arterial sistolica nos animais obesos.

Aliado a estas consideragdes, os resultados revelaram que a expressdo do receptor
de insulina, ativado sob a fosforilacdo de residuos de tirosina nas posi¢es 1162 e 1163 esta
ampliada, ainda que a expresséo total se apresente alterada (Figura 10A e 10B). Esses achados
sustentam que a hiperinsulinemia estd envolvida na ativacdo de MAPK-ERK e promocdo de
respostas proliferativas no miocardio de ratos obesos. O acoplamento da insulina induz o
acionamento da atividade intrinseca de tirosina-quinase nas subunidades B do receptor ®V. Este
mecanismo é derivado de um processo de autofosforilacdo estrutural, no qual uma subunidade
promove a fosforilacdo de diversos residuos de tirosina da outra por¢cdo. No miocérdio, em duas

principais cascatas bioquimicas subjacentes e paralelas ao sarcolema, o receptor fosforilado
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estimula, via residuos de tirosina, dois membros da familia de IRS (IRS-1 e IRS-2) e o
mensageiro Shc ®V. Por meio destes recrutamentos moleculares distintos, tem-se a estimulag&o
respectiva de dois importantes eixos moleculares: IRS/ PI3K/ Akt e Shc/ Ras/ ERK 12 192D,
Recentes evidéncias tém mostrado que a resisténcia insulinémica configura um processo
heterogéneo, com inibicdo de respostas metabolicas fomentadas pelo eixo IRS/ PI13-K/ Akt e
exacerbacdo de efeitos ativados pela cascata Shc/ Ras/ ERK ?* 2%, Enquanto a via IRS/ PI3-K/
Akt é primordial no designio de hipertrofia fisiologica e respostas metabdlicas, o acionamento de
MAPK consolida-se em processos de proliferacéo patolégica, induzidos também por Ang-11 &
15 Neste contexto, 0 aumento da expressdo de ERK e hipertrofia miocardica no grupo OB pode
ser resultante de ativacdo conjunta da insulina, via ativacdo do eixo Shc/ Ras/ ERK, e Ang-I11, por
meio do receptor AT;. Embora pouco estudado em modelos de obesidade exdgena, estes
mecanismos interativos foram comprovados no miocardio de ratos obesos Zucker “©.
Considerando-se a via bioquimica transdutora de respostas metaboélicas derivadas
da insulina, o presente estudo analisou também a expressdo peptidica do PI3K. Embora a
expressao total deste mensageiro tenha se ampliado, esta condi¢cdo nédo repercutiu em maior
fosforilagdo de residuos de tirosina (Figura 11A e 11B). Portanto, o quadro de resisténcia
sistémica a insulina mostra-se extensivo ao miocardio, com envolvimento do PI3K, o principal

@D Os mecanismos citosolicos de resisténcia

mediador das acbes metabdlicas da insulina
insulinica pos-receptor envolvem mensageiros sinalizadores ativados pela insulina, incluindo,
primordialmente, proteinas IRS e o agente PI3K, componentes da via metabolica da insulina;
estas afeccOes citosolicas configuram as causas principais de resisténcia insulinica na obesidade
(24.2) Nesta perspectiva, 0s processos inibitérios da sinalizacdo insulinica, com localizagio pés-
receptor > 189 incluem: ampliada fosforilagdo de residuos de serina/ threonina (Ser/Thr) do
IRS-1 ) degradacdo de proteinas IRS ', maior atividade de fosfatases de residuos de

tirosina *"V e atenuada sensibilizacdo de peptideos ativados pela insulina, como PI3K, AKT e

PKC ¢ ©3 1% Estes eventos citosélicos culminariam em mecanismos inibitérios da sinalizacdo
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insulinica, suportados pela menor associacdo do IRS-1 com o segundo mensageiro PI3K,
caracterizando, assim, o quadro de resisténcia hormonal ©®®. Entre efetores heterélogos de
dessensibilizacdo insulinica, alinham-se peptideos componentes de cascatas de sinalizagdo
estimuladas por adipocitocinas inflamatérias ‘% 2 2%, 4cidos graxos % 2%, estresse celular ¢,
aminoacidos @ 2 endotelina-1 @, estresse oxidativo © e angiotensina Il . Diversas
evidéncias ttm mostrado que estes agentes, em maior ou menor grau, sao potencializados na
obesidade e, mediante mecanismos de cross-talk interativo, podem modular respostas insulinicas
dependentes do acionamento em tirosina.

Assim sendo, os resultados relacionados com os peptideos ativados pela insulina
permitem concluir que a obesidade se associa com ocorréncia de resisténcia a insulina no
miocéardio, pautados, provavelmente, na menor ativacdo do PI3K pelo receptor de insulina.
Dentre as hipoteses iniciais, o presente estudo se firmou na estimulagéo de receptores AT; como
mecanismo acionador de remodelacdo miocéardica em ratos obesos. De fato, os presentes
resultados indicam que o bloqueio de receptores AT, mediado por losartan, propicia diminui¢ao
da pressdo arterial sistolica, aumento da frequéncia cardiaca, reversdo de indicadores de
remodelagdo miocardica e normalizacdo de MAPK-ERK no miocéardio de ratos obesos. Em
consideracdo a pressao arterial, o losartan reduziu 0s niveis presséricos de ambos 0s grupos
C+Los e OB+Los. O acionamento do receptor AT; pela Ang-Il canaliza inimeros efeitos
pliotropicos deste hormdnio, como vasoconstricdo periférica, secrecdo de aldosterona,
reabsorcdo de sodio e retencdo liquida renal, os quais culminam em hipertenso arterial ¢ 2. O
antagonismo do receptor AT, ao diminuir a resisténcia periférica, promove vasodilatacéo,
ampliando o fluxo sanguineo do tecido muscular esquelético, o que favorece o acesso e a
captacdo glicemica “Y. Estes beneficios conferem adicional suporte & normalizacdo do
metabolismo glicémico concomitante ao efeito hipotensor do losartan, constatados no grupo
OB-+Los. Em modelos de obesidade induzida por dieta de cafeteria “” e por dieta enriquecida

com frutose ®, os autores constataram que o bloqueio de receptores AT resultou em
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normalizacgéo de indices pressoricos e do metabolismo glicémico.

O efeito hipotensor do losartan mostrou-se associado com ampliacdo da
frequéncia cardiaca em ambos 0s grupos tratados. A reducdo aguda ou cronica da pressdo
arterial, com frequéncia, determina a ativagdo de uma série de mecanismos interconectados
voltados ao restabelecimento dos niveis presséricos ©®). Neste contexto, a elevagio da frequéncia
cardiaca decorre de um aumento da demanda do sistema nervoso autonémico simpatico aliado a
inibicdo do sistema nervoso autondémico parassimpatico, via barorreceptores arteriais, visando
compensar a diminuicdo da resisténcia periférica ®®. Em associacdo, o bloqueio da Ang-Il
culmina em normalizacéo da hipertrofia e do desempenho sistélico ventricular no grupo OB+Los
em relacdo ao C+Los. Considerando-se ambos os grupos, o losartan alterou o rendimento
diastolico, por meio de concomitantes reducdes na relacdo E/A, TRIV e R-R, ainda que nédo
afetem as variacOes de relaxamento contratil decorrentes da condi¢do biométrica (Tabela 8).

Na andlise estrutural e funcional in vivo, pelo ecocardiograma, é importante se
considerar o balanco entre acionamento do sistema nervoso simpético e o bloqueio do receptor
AT;. Nos grupos sob losartan, a ampliada oferta intracelular de calcio resultante da ativacéo
simpatica e maior frequéncia cardiaca € um contraponto ao tamponamento do receptor ATy, 0
que ameniza, em parte, o transito citosdlico de calcio. Quanto ao desempenho funcional, como o
rendimento cardiaco sistélico foi normalizado no grupo OB+Los, é admissivel que a intervencao
farmacoldgica atenua o inotropismo miocardico na obesidade, por meio da diminuicdo do
recrutamento miofibrilar e do nimero de sarcobmeros. A amortizacdo da hipertrofia miocéardica
foi comprovada por achados macro e microscopicos. Esses achados morfologicos, conjugados a
atenuacéo da funcéo sistolica no grupo OB+Los, sdo resultantes da menor ativacao do eixo Ang-
11/ AT/ MAPKSs, consubstanciada por atenuacéo da expressao de ERK e aumento de JNK apoés a
administracdo de losartan na obesidade. Em favor dessa premissa, 0s niveis de Ang-ll se
mostram reduzidos sob a influéncia do losartan. Outros estudos ja mostraram que o losartan, na

dosagem de 30 mg/kg/dia, inibe a atividade da enzima conversora de angiotensina 1, culminando
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em menor formacdo de Ang-1l no miocardio ®® *”. Em adicdo, a maior atividade de ECA-2,
potencializada pelo bloqueio de receptores AT, favoreceria a sinalizacdo por meio de receptores
Mas %2, Considerando-se o desempenho diastdlico, as alteracdes derivadas da medicacéo
mantém relacdo com o aumento do ritmo contratil. Assim, a maior frequéncia de incursdes
sistolicas esta relacionada com menores intervalos de relaxamento isovolumétrico. No entanto, a
conservacao de diferencas atreladas a condi¢do biométrica sugere que outros mecanismos, nao
vinculados ao acionamento de receptores AT; possam acometer o desempenho diastolico. A
maior oferta intracelular de calcio decorrente da hiper-ativacdo simpatica conjugada a
deficiéncias no resgate idnico “® %2 durante o relaxamento constituem, provavelmente, 0s
agentes responsaveis por esses disturbios.

Similar a hipertrofia ventricular, a deposi¢do intersticial de colageno foi
amenizada sob o bloqueio antagonista de receptores AT;. Em estudos clinicos 7% ¥ ¢
experimentais “’, o acimulo intersticial de colégeno tem se associado com acionamento de
receptores AT;. A estimulacdo mecénica e/ou bioquimica de receptores AT; tem indmeros
efeitos profibréticos no miocardio, como hiperplasia de fibroblastos, diferenciacdo de
miofibroblastos, sintese de colageno e inibicdo de MMPs *®) Levando-se em conta a
remodelacdo cardiaca, o acumulo de fibras colagenas mostra-se diretamente relacionado com o

r 49 nortanto, a administragéo de losartan culminou em reversio

grau de hipertrofia ventricula
dos indices morfométricos indicadores de remodelagdo miocitaria na obesidade.
Interessantemente, evidéncias preliminares do presente trabalho, obtidas por Western-Blot,
revelaram manutencédo da expressdo de colageno do tipo I e reducdo da expressao de colageno do
tipo Ill, em ratos obesos (dados ndo-apresentados). Este cenario sugere que a remodelacéo
intersticial também engloba modificagdes na relacdo entre variedades intersticiais de colageno.
Novas analises serdo conduzidas para melhor esclarecer estas questoes.

Contrastando com os demais indicadores de remodelagéo cardiaca, a composi¢édo

de MHCs néo foi afetada pela administracdo de losartan. Ampliacdes na sintese de isoformas p3-
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MHC constituem indicadores tipicos de processos patoldgicos de remodelagdo cardiaca 3 49,

Entretanto, é pouco provavel que o eixo funcional Ang-11/ AT,/ MAPK-ERK seja regente unico
da remodelagdo cardiaca derivada da obesidade induzida por dieta. Vias sinalizadoras
fomentadas por outros agentes bioquimicos, como hiperleptinemia e demais adipocitocinas
inflamatorias, sdo potencialmente relacionadas com a designacdo do fenotipo cardiaco na
obesidade “*¥. Além disso, atributos especificos as dietas hipercaldricas, como sobrecarga
sacaridea e/ou lipidica, podem também propiciar ocorréncia de ampliacio de p-MHC “* 5V Em
particular, considerando-se a ampliada atividade simpéatica do grupo OB+Los em resposta ao
losartan, é plausivel que os indices inalterados de MHC possam resultar da exacerbada atividade
eletrofisiolégica do miocardio e/ou maior sensibilidade ao calcio intracelular %",

Portanto, os resultados relativos ao perfil cardiovascular ratificaram parcialmente
a hipotese do presente trabalho, em relagdo a remodelacdo cardiaca. O losartan ocasionou
reversdo da hipertrofia miocéardica, normalizagdo do rendimento contratil sistolico e da
sinalizacdo de MAPK secundaria ao acionamento do receptor AT;. Entretanto, a manutencéo de
ampliada concentracdo de B-MHC e de varia¢des do desempenho diastélico ventricular frente a
intervencdo farmacol6gica mostra que outros atributos governam a remodelacdo cardiaca
derivada da obesidade.

Em relacéo a participacdo do receptor AT, na promocao de resisténcia a insulina
na obesidade, a administracdo de losartan culminou em maior fosforilacdo em tirosina do
receptor e da PI3K, aperfeicoando a sinalizacdo insulinica no miocardio em ambos 0s grupos
tratados. A Ang-Il configura um modulador heterdlogo da sinalizacdo insulinica, designando
mecanismos intracelulares, proximais e distais a membrana sarcolemal, na promocdo de
resisténcia a insulina ©¥. A reducdo da fosforilagdo em tirosina e/ou 0 aumento da fosforilagdo
em serina da subunidade P do receptor de insulina e do IRS-1 foram propostos como
mecanismos moleculares de resisténcia a insulina *®. Como referido na secdo introdutdria, os

principais efeitos da Ang-Il sdo mediados pelo acoplamento com receptores AT;, com
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subsequente acionamento de proteinas Gg11, levando a ativagao de fosfolipase C e geragdo de
segundos mensageiros diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP5) * V. Estes agentes
estimulam, entdo, a atividade da proteina quinase C (PKC), mobilizando a liberacgéo intracelular
de fons Ca™ (@ D e ativacdo de MAPKSs. Neste eixo de sinalizacdo bioquimica, in(imeros
membros, como DAG, PKC, além das MAPK, configuram hastes de modulacéo inibitoria sobre
cascatas insulinicas, por meio de fosforilagdo e inativacio de proteinas IRS ©®®, prejudicando a
fosforilagdo do mensageiro PI3K. Todos esses agentes configuram mensageiros interativos e sao
ativados por inimeros processos modulatorios, incluindo acidos graxos e agentes inflamatorios
(29).

Em adicgéo, evidéncias recentes tém mostrado que o acionamento de receptores
AT; pela Ang-Il mantém-se conectado com vias sinalizadoras principiadas em receptores
estimulados por fatores de crescimento e citocinas inflamatérias © & Y. A ativacdo dos referidos
receptores deriva de fosforilagdo em residuos de tirosina, orquestrando importantes eventos
celulares, como proliferacéo e crescimento © . Neste sentido, similar a insulina, a Ang-II
também é capaz de estimular a fosforilacdo em tirosina do IRS-1 e do IRS-2 ©, por meio de
acionamento do peptideo JAK-2, membro da familia de proteinas janus-quinase, também
ativadas por adipocitocinas, como leptina e interleucinas “°¥. Esta cascata de sinalizacéo deriva
da ativacdo do AT,, visto que a sinalizacdo da via JAK é também associada a receptores
associados a proteina G ©. Entretanto, de modo antagdnico a insulina, a atividade da PI3K
associada a acdo das proteinas IRS é progressivamente diminuida apés o estimulo da Ang-11 €2,
Como mecanismos distais de resisténcia citosolica a insulina, seguindo o acionamento da via
JAK/STAT, a ativacdo de peptideos SOCS mostrou antagonizar as a¢des insulinicas por inibicéo
da fosforilagdo em tirosina e também por degradacdo proteossémica dos mensageiros IRS-1 e
IRS-2 (9, 23, 29).

Além destes mecanismos, o acoplamento da Ang-Il junto ao receptor AT,

também se associa com estresse oxidativo, via ampliada atividade da NADPH oxidase, e
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consequente producdo de espécies reativas de oxigénio e ativacdo de mediadores inflamatorios,
como fator nuclear de gene amplificador kappa de células B (NFkB) ©. Estes eventos regem a
formacdo de outros agentes inflamatorios como proteina C reativa, citocinas e moléculas de
adesdo, que podem causar disfuncdo endotelial e resisténcia insulinica ©. Nesta perspectiva, o
acumulo de citocinas pro-inflamatorias, derivada da acdo da Ang-ll, configura um terceiro
mecanismo de resisténcia a insulina ©. Estes agentes induzem a ativacdo de MAPKSs no tecido
vascular de humanos ®, ratos " e camundongos “"® com supra-ativacdo do SRA.

Sob estas consideracOes, € certo que o bloqueio de receptores AT; ameniza a
resisténcia a insulina na obesidade. O metabolismo sistémico e miocéardico da insulina sdo
conjuntamente favorecidos com a administracdo de losartan. Entretanto, a existéncia de inimeras
vias de integracdo molecular, principiadas nos receptores AT, dificulta a delimitacdo precisa
sobre qual o principal mecanismo de promocdo de resisténcia a insulina no miocardio. Muito
embora a maior expressdo de ERK na obesidade sugira que a via AT,/ DAG/ PKC/ MAPK seja
mentora de disturbios insulinémicos, outros mecanismos debatidos, como a cascata JAK/ STAT
e estresse oxidativo, mostram-se também associados a ativagdo de MAPK-ERK. Oportunamente,
andlises adicionais envolvendo marcadores peptidicos das vias suscitadas serdo importantes para
esclarecer estas intercorréncias.

Aliada a esta limitacdo, partindo-se do desenvolvimento e concluséo do presente
trabalho, emanaram-se inimeras questdes. Primariamente, € importante destacar que os presentes
achados apenas sugerem que a maior adiposidade se associa com exacerbacao do sistema renina-
angiotensina. Subsidios para elucidar esta pendéncia seriam procedentes de mdltiplas analises,
envolvendo indicadores enzimaticos, como renina, ECA e ECA-2, além de variaveis peptidicas,
especialmente angiotensinogénio, Ang-Il e Ang-(1-7), no tecido adiposo e no meio circulante.
Em analogia, as atividades de ECA e ECA-2 bem como expressdao de receptores AT; no
miocardio seriam potencialmente necessarias.

Demais limitagdes decorrem da natureza multifatorial do modelo dietético
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experimental e da propria condicéo de obesidade. Embora a composicéo das dietas experimentais
seja pautada nos habitos nutricionais humanos, a importancia isolada de cada componente na
promogdo de anormalidades nutricionais, metabolicas e cardiovasculares é extremamente
nebulosa. Em analogia, além do SRA, a vigéncia de inimeras desordens sistémicas, como
inflamacd&o e ativacdo do sistema neurohormonal, podem também se relacionar com os disturbios
derivados da maior adiposidade. A ocorréncia de expressdao de B-MHC e alteracbes de
desempenho ventricular diastolico mostram-se associados com outros agentes, indiretamente
relacionados ao SRA e/ou acionamento de receptores AT;. Novos e esclarecedores trabalhos séo

evidentemente necessarios.
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5. CONCLUSAO

Consolidando a hipdtese projetada inicialmente, as evidéncias obtidas permitem
concluir que a obesidade exogena esta associada com anormalidades de natureza metabolica,
enddcrina e cardiovascular, inclusive, com ocorréncia de remodelacéo e resisténcia a insulina no
coracdo. Levando-se em conta que a maioria destas respostas foi amainada com o bloqueio
antagonista de receptores AT, conclui-se que o acionamento do AT; configura um mecanismo

crucial na promogdo dessas desordens secundarias a obesidade induzida por dieta.
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