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EPIGRAFE

“Deus nos fez perfeitos e ndo escolhe os capacitados,
capacita os escolhidos. Fazer ou ndo fazer depende de

nossa vontade e perseveranca’

(Albert Einstein)
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RESUMO

A obesidade € uma doenga metabdlica cronica caracterizada pelo acimulo excessivo de
tecido adiposo em relacdo a massa magra tecidual. O nimero de individuos com sobrepeso
vem crescendo mundialmente representando atualmente mais de um bilhdo de pessoas, sendo
que, mais de 30% desta populacdo é obesa. No Brasil, a previsdo é que 35% da populacdo
adulta brasileira se tornard obesa em 2025. Pesquisas clinicas indicam que a obesidade esta
associada com o aumento do risco de morbidade, mortalidade e reducdo na expectativa de
vida, podendo acarretar diversas co-morbidades, como doengas cardiovasculares. Estudos
mostram que a obesidade promove alteracdes hemodinamicas, morfoldgicas e funcionais
cardiacas, que se correlacionam com a duracdo e intensidade da obesidade. Modelos
experimentais relacionando funcdo cardiaca, obesidade e dieta hipercalérica por um periodo
de 10 a 16 semanas, apresentam resultados inconsistentes. Enquanto alguns autores relataram
comportamento preservado, outros observaram aumento ou diminui¢do do desempenho
cardiaco. Em razdo de poucos estudos avaliarem a relac@o entre fun¢do cardiaca e o transito
intracelular de calcio em animais obesos por dieta hipercaldrica, o objetivo deste estudo foi
avaliar a funcdo cardiaca de ratos obesos submetidos a um ciclo de dietas hipercaldricas.
Ratos Wistar machos, com 30 dias, foram randomizados em dois grupos: controle (C; n=28)
e obeso (OB; n=25). O grupo C recebeu racdo Labina (3,3 Kcal/g) e o OB um ciclo de cinco
dietas hipercaldricas (= 4,5 kcal/g) durante 15 semanas. Foram analisados peso corporal final
(PCF), percentual de gordura na carcaca (PG), pressdo arterial sistdlica final (PA), drea
seccional (AS) do musculo papilar, peso dos ventriculos esquerdo (VE) e direito (VD) e as
relacoes VE/PCF e VD/PCF. O perfil glicémico foi investigado pelo teste oral de tolerancia
a glicose (TOTG) e os niveis plasmdticos de insulina e leptina avaliados por ELISA. A
andlise da funcao do musculo papilar foi realizada em contragio isométrica e a participacao

dos canais L do sarcolema e da bomba de célcio do reticulo sarcoplasmético (SERCA?2) por
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meio de intervengdes farmacoldgicas com diltiazem (10"5 , 10™ e 3x10™ M) e A4cido
ciclopiazonico (1, 3 e 30 uM). Antes das manobras, a rigidez passiva eldstica miocédrdica foi
determinada pela relagcdo entre a variagdo do comprimento do musculo e a tensdao de repouso.
Os parametros avaliados foram: tensdo mixima desenvolvida (TD), tensdo de repouso (TR),
tempos de contracdo (TPT) e relaxamento (TRsp), velocidades de variacao (+dT/dt) e
decréscimo da tensdo desenvolvida (-dT/dt). As caracteristicas gerais, nutricionais,
hormonais e a pressao arterial sistdlica final foram expressas em média + desvio padrdo e
submetidos ao teste “¢’ de Student. A compara¢do do desempenho funcional miocérdico na
condicao basal foi realizada pelo teste multivariado T de Hotelling e complementado com os
intervalos de 95% de confianga simultdneos de Hotelling. A compara¢do das curvas da
rigidez miocardica foi realizada pelo teste do coeficiente angular e da constante de regressao
linear. As acdes do diltiazem e do &cido ciclopiazénico foram expressas em variacdes
percentuais (A) e submetidas a andlise de varidncia ndo paramétrica para o modelo de
medidas repetidas. O nivel de significancia considerado foi de 5%. Os animais OB
apresentaram PCF, GP, PG e PA maiores do que o C. Os pesos do VE e VD do grupo OB
foram maiores do que o C, entretanto quando o VE e VD foram normalizados pelo PCF, os
resultados foram similares entre os grupos. Nao houve diferenca na AS e glicemia de jejum
entre os grupos. Os niveis de glicemia apds administracdo de glicose, as concentracdes de
leptina e insulina foram elevados no grupo OB em relacdo aos animais C. A andlise da
funcdo do musculo papilar no experimento Diltiazem mostrou, pelo teste T?de Hotelling, que
em condi¢cdes basais os grupos OB e C apresentaram desempenho funcional semelhante.
Entretanto, a rigidez miocédrdica foi maior nos animais obesos em relagdo ao controle. A
avaliacdo dos parimetros mecAnicos no experimento Acido Ciclopiazonico constatou, pelo
teste T> de Hotelling, diferenca entre os grupos na situacdo basal, em razdo do tempo de

contragdo ser menor no grupo obeso do que no controle. O comportamento mecanico do



vii

miocdrdio apds bloqueio dos canais L acarretou menor variacdo da TR no grupo OB no
experimento Diltiazem. O bloqueio da SERCA2 promoveu modificagdes funcionais
semelhantes nos grupos C e OB. Em conclusdo, a obesidade por um periodo de 15 semanas
aumenta a rigidez miocardica no experimento Diltiazem, diminui o tempo de contracdo no
experimento Acido Ciclopiazdnico e ndo promove alteracdes dos canais L do sarcolema e da

atividade da bomba de cdlcio do reticulo sarcoplasmaético.

Palavras-chave: obesidade, dieta hipercaldrica, coracdo, musculo papilar, canal L, Serca2.
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ABSTRACT

The obesity is a chronic metabolic disease characterized by the extreme accumulation of fat
tissue in relation to the tissue lean mass. The number of individuals with overweight comes
world-wide growing currently representing more than a billion of people, being that, more
than 30% of this population are obese. In Brazil, the prevision is that 35% of the Brazilian
adult population will become fat in 2025. Clinical research indicates that the obesity is
associated with the increase of the risk of morbity, mortality and reduction in the life
expectancy, being able to cause diverse co-morbidities, as cardiovascular diseases. Studies
show that the obesity promotes hemodinamical, morphological and functional heart
alterations that correlate with the duration and intensity of the obesity. Experimental models,
relating cardiac function, obesity and high fat diet for a period of 10 to 16 weeks, present
inconsistent results. While some authors had told about preserved behavior, others had
observed increase or reduction of the cardiac performance. In reason of few studies to
evaluate the relation between cardiac function and the intracellular calcium cycling in fat
animals by high fat diet, the objective of this study was to evaluate the cardiac function of
submitted fat rats to a cycle of high fat diet. Male Wistar rats, with 30 days, were randomly in
two groups: control (C; n=28) and obese (OB; n=25). Group C received a control low-fat diet
Labina (3,3 Kcal/g) and the OB a cycle from five high fat diets (4,5 kcal/g) during 15 weeks.
Final corporal weight (FBW), percentage of fat of the carcass (%CF), final systolic blood
pressure (SBP), cross-sectional area (CSA) of the papillary muscle, left ventricle weight
(LVW), right ventricle weight (RVW) and the ratio LV/FBW and RV/FBW were analyzed.
The glicemic profile was investigated by the oral glucose tolerance test (OGTT) and the
insulin and leptin plasma levels evaluated by ELISA. Cardiac performance was analyzed in

isolated left ventricular papillary muscle by isometric contraction in basal condition and the
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participation of sarcolemal L type channel and sarcoplasmic reticulum Ca®* ATPase
(SERCAZ2) through pharmalogical interventions with diltiazem (10° M, 10 M and 3x10™ M)
and ciclopiazonic acid (1 pM, 3 uM and 30 uM). Before the maneuvers, the myocardium
stiffness was determined by relation between the muscle length variation and the resting
tension. The following parameters were measured from isometric contraction: peak developed
tension (DT, g/mm2), resting tension (RT, g/mmz), time to peak tension (TPT, ms), maximum
rate of tension development (+dT/dt, g/mmz/s), maximum rate of tension decline (-dT/dt,
g/mmz/s) and time from peak tension to 50% relaxation (RTsp, ms). The general, nutritional,
hormonal characteristics and the final systolic blood pressure were expressed in means +
standard deviation and to test "t" of Student. The comparison of basal mechanical parameters
was carried through by the multivariated T? de Hotelling and complemented test with the
simultaneous intervals of reliable 95% of Hotelling. The comparison of the curves of the
myocardium stiffness was carried through by the test of the angular coefficient and the
constant of linear regression. The actions of the diltiazem and of the ciclopiazonic acid were
expressed in percentile variations and submitted to the analysis of variance for non-normal
distribution for the model of repeated measures. The considered level of significance was of
5%. Animals OB had presented bigger FBW, %CF and SBP than the C. The LVW and RVW
of group OB were increased than the C, however when LV and RV were normalized by the
FBW, the results were similar between the groups. It did not have difference at CSA and
fasting glucose levels among the groups. The profile glucose, the concentrations of leptin and
insulin were raised in group OB in relation to animals C. The analysis of the papillary muscle
function in the experiment diltiazem showed, for the test T? de Hotelling that in basal
conditions groups OB and C had presented similar functional performance. However,
myocardium stiffness was bigger in the OB in relation to the C. The evaluation of the

mechanical parameters in the ciclopiazonic acid experiment evidenced for the test T* de



Hotelling, the difference among the groups in the basal situation, in reason of TPT to be lesser
in the group OB that in the C. The mechanical behavior of the myocardium after blockade of
L type channel caused minor variation of the TR group OB in the experiment diltiazem. The
blockade of the SERCA?2 promoted similar functional modifications in groups C and OB. In
conclusion, the obesity for a period of 15 weeks increases the myocardium stiffness in the
experiment diltiazem, it diminishes TPT in the ciclopiazonic acid experiment and it does not

promote alterations of sarcolemal L type channel and the activity of the SERCAZ2.

Keywords: obesity, high fat diet, heart, papillary muscle, L type channel; Serca2.



1. INTRODUCAO

A obesidade € uma doenga metabdlica cronica caracterizada pelo acimulo excessivo
de tecido adiposo em relacdo 2 massa magra tecidual. E considerada uma epidemia global e
um importante problema de saude publica, que afeta tanto paises desenvolvidos quanto
subdesenvolvidos." O nimero de individuos com sobrepeso vem crescendo mundialmente
representando atualmente mais de um bilhdo de pessoas, sendo que, mais de 30% desta
populagao é obesa.® Segundo a Pesquisa de Orcamentos Familiares do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica” aproximadamente 40 milhdes de pessoas no Brasil apresentam
sobrepeso e, deste grupo, 10,5 milhdes s@o obesos. A previsdo é que 35% da populacdo adulta
brasileira serd obesa em 2025, refletindo-se no aumento de custos e cuidados para a sauide
publica.

Os mecanismos fisiopatologicos que levam a obesidade podem ser desencadeados pela
interagdo de diversos fatores, entre eles, genéticos, psicoldgicos e ambientais, bem como o
sedentarismo e os habitos alimentares. O aumento do consumo de energia, a diminui¢do do
gasto energético ou a combinacdo de ambos t€m levado a um balango caldrico positivo com
consegiiente aumento do peso corporal.®
A obesidade estd associada com o aumento do risco de mortalidade, reducdo na

expectativa de vida”'"

e numerosas co-morbidades como diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemias, resisténcia a insulina, doencas cardiovasculares, respiratdrias, digestivas,
osteoarticulares, renais, psicoldgicas, ginecoldgicas, obstétrica e estados pro-trombdticos e

N

. L. 4.12.13 . . . ~ . ~

inflamatérios.*'*'> As doencgas cardiovasculares associadas a obesidade sdo hipertensio
. . . . e oA , . - . 12,13

arterial, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca e fibrilacao atrial.'*!?

O tecido adiposo ndo € simplesmente um reservatorio de energia, mas um ativo 6rgao

enddcrino, pardcrino e autdcrino com multiplas funcdes, capaz de sintetizar e liberar uma



importante variedade de mediadores que participam de diversos processos metabdlicos e
cardiacos."*'® Atualmente, sabe-se que o adipdcito recebe influéncia de diversas substancias,
como insulina, cortisol, catecolaminas, glucagon, hormodnios tireoidianos, e secreta inimeros
peptideos que podem atuar diretamente ou indiretamente na remodelacdo cardiovascular,
como leptina, adiponectina, renina, angiotensinogénio, angiotensina I e II e receptores,
enzima de conversdo da angiotensina (ECA), resistina, fator de necrose tumoral o (TNF-o),

inibidor do ativador de plasminogénio (PAI-1) e interleucina 6 (IL—6).(14'16) O aumento da

. . . L, . . - . . .- 17
leptina e da insulina estd associado com ativacdo do sistema nervoso 51mpatlco.( )

(18-26)

Estudos em seres humanos mostram que a obesidade, na presenga ou auséncia de

(3,27-35)

co-morbidades como hipertensao arterial, intolerancia a glicose e dislipidemia, promove

alteracdes hemodinamicas, morfolégicas e funcionais cardiacas. Estas anormalidades
. . ~ . . . (26,32-34) ~
cardiacas se relacionam com a duracdo e intensidade da obesidade. A elevagdo da
demanda metabdlica induzida pelo excesso de peso corporal acarreta variagoes
hemodinamicas, como aumento da freqiiéncia cardiaca, do volume total sangiiineo, do retorno
z . V4 . e ~ . . _ _3
venoso, do débito cardiaco e modificagdes da reatividade vascular,!820-2027:2931.33.30) - o
elevacdo da pré-carga, resultante do aumento do volume plasmético promove mudancas na
) - . A o (18-20,26,27,29-31,33,34
morfologia como remodelagdo ventricular excéntrica,!82%20272313339) Epretanto, Peterson

1(18)

et al' ™ verificaram que a obesidade em mulheres jovens e saudaveis estd associada com uma

remodela¢do concéntrica do ventriculo esquerdo. A avaliacdo da funcdo ventricular realizada
por ecocardiograma mostra que individuos obesos geralmente apresentam disfuncao diastélica
do ventriculo esquerdo.®'®1%2127293135) Todayia, Otto et al'® encontraram funcdo diastélica
preservada, verificando alteracdo no desempenho diastélico somente no ventriculo direito. Os

estudos que a avaliaram a performance sistdlica na obesidade mostram resultados

. . 20,22,25,28 31
inconsistentes. Enquanto alguns autores encontraram o desempenho preservado, 20322831

(27,29) (18,32,33,34)

outros constataram aumento ou diminui¢do da fungdo sistélica.



Pesquisas experimentais desenvolvidas em animais geneticamente obesos para avaliar
o desempenho ventricular mostram, geralmente, disfuncdo diastdlica e sistélica do ventriculo

esquerdo.(3 642 Assim, autores utilizando camundongos deficientes de leptina Lep/Lep (ob/ob)

(36-39) (40-42) (36,37) (40,42)

ou ratos Zucker verificaram em estudos in vivo, coragao, musculo

(38,39,41)

papilar(“) e midcitos isolados, que a obesidade deprime a fun¢do cardiaca. Entretanto,

outros pesquisadores, utilizando camundongos UCP-DTA ou ob/ob, constataram,

3)

. ~ (4 e, . . 44 - L. . -
respectivamente, em coragao( e miocitos 1solados,( ) funcdo contratil normal em situacio

(43)

basal e resposta funcional atenuada apds reperfusdo isquémica e estimulagdo [3-

Lot (44
adrenerglca.( )

Embora diversos trabalhos utilizem modelos genéticos para analisar a influéncia da
obesidade sobre a funcdo cardiovascular, estes animais por ndo serem dependentes de fatores
dietéticos, podem ndo apresentar algumas anormalidades exibidas em humanos obesos, como
hiperinsulinemia, hiperglicemia e hipertensdo arterial.***” Desta forma, a obesidade induzida
pelo consumo de dieta hipercaldrica se torna uma ferramenta importante para o estudo das
possiveis alteracdoes cardiacas resultantes do excesso de tecido adiposo. As pesquisas

experimentais relacionando fun¢do cardiaca e obesidade induzida por dieta hipercaldrica

. . . .. 4 49-52
apresentam resultados inconsistentes. Assim, autores utilizando coelhos™® ou ratos®-?

(49,50) (48,51) e

submetidos a dieta hipercaldrica de 8 a 14 semanas constataram in vivo, coragao

., . . 52 . - ~ , 53
midcito 1solados,( ) que a obesidade ndo altera a fun¢do cardiaca. Entretanto, Ouwens et al 53)
verificaram no musculo papilar de ratos que a dieta hipercalérica por 7 semanas acarretou

aumento da forca contritil basal e diminui¢do da resposta mecanica com elevagcdao da

N . L . ~ 4
freqiiéncia cardiaca. Além disso, outros autores constataram em coragdo de coelhos® e

(55)

midcitos de ratos,”’ que a obesidade por dieta hipercalérica durante um periodo de 12

1(54,55) 1 (54)

semanas promoveu disfun¢do cardiaca basa e menor responsividade ao isoprotereno



Os mecanismos responsdveis pela depressdao da funcdo cardiaca no modelo de
obesidade por dieta hipercalérica, como nos animais geneticamente obesos, ndo estio

estabelecidos.  Alguns autores sugerem que acimulo de coldgeno intersticial

37,42,53 44,54
( ) ( ) en

s (43,48,56) ¢ . 50 = . S
miocérdico, )11p0t0x101dade, apoptose,”” alteracdo na via p-adrenérgica 0

. e 39,41,44,55
transito de cdlcio intracelular’ )

podem ser responsaveis pela disfuncdo cardiaca nos
dois modelos de obesidade.

O trénsito de célcio (Ca®*) intracelular é um dos principais mecanismos reguladores da
contratilidade e relaxamento cardiaco.®” A contracdo cardiaca inicia-se com a abertura dos
canais lentos de Ca** do sarcolema (canais L) com conseqiiente entrada de Ca®* extracelular.
O influxo de célcio interage com os receptores de rianodina do reticulo sarcoplasmédtico (RS)
que permitem a saida do fon do RS. O aumento do Ca®* citosélico possibilita a ligacdo desse
ion com troponina C (TnC) e a interacdo actina-miosina. A intensidade da contracdo depende
da quantidade e da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca**. Quando a concentracdo
intracelular de Ca™ comeca a diminuir, principalmente pela recaptura de célcio da bomba de
Ca** do RS (SERCA2), inicia-se o relaxamento. Outras proteinas, como o trocador Na*/Ca®* e
a bomba de Ca®* do sarcolema atuam como reguladores do fluxo de Ca®* do miocérdio.
Portanto, o ciclo do trinsito de Ca** intracelular é modulado pela atividade de diferentes
canais, principalmente pelos canais L que regulam a contragdo e a SERCA2 o relaxamento
miocardico.®”

Poucos estudos na literatura avaliaram a relagdo entre transito de cdlcio intracelular,
funcdo mecanica e obesidade. Alguns autores utilizando modelos de obesidade genética com
ratas Zucker (fa/fa )4 e camundongos deficientes de leptina Lep/Lep (0b/ob),*® mostraram

8)

no musculo papilar(41) e midcitos® que a obesidade promoveu disfuncdo contratil,

manifestada por redugdo do pico de encurtamento, prolongamento dos tempos de contragdo e

1.4

relaxamento. Segundo Ren et a estas alteragdes sdo decorrentes de anormalidades no



transito de célcio intracelular e/ou sistema P-adrenérgico. A diminuicdo da resposta ao
aumento de cdlcio extracelular ocorreria por uma redugdo da sensibilidade dos miofilamentos

ao cdlcio. Por outro lado, Relling et al,(ss)

avaliando o midcito isolado de ratos Sprague-
Dawley, obesos por dieta hipercaldrica, verificaram depressdo funcional em situacdo basal,
como prejuizo no encurtamento, reducdo na velocidade maxima de contracdo e relaxamento,
prolongamento da duragdo da contragdo e do relaxamento. Estes autores sugerem que a
diminuicdo da resposta mecanica a elevagao do célcio extracelular poderia ser conseqiiente de
reducdo da captacio de célcio no reticulo sarcoplasmético do miocérdio.””

Em razdo de poucos trabalhos terem avaliado desempenho cardiaco e transito de
célcio intracelular no modelo de obesidade induzida por dieta hipercaldrica, o objetivo deste
estudo foi investigar a relacio entre a funcdo mecanica e o transito intracelular de célcio no
miusculo papilar de ratos submetidos a obesidade. A hipétese desta pesquisa € que a obesidade
acarreta depressao do desempenho cardiaco decorrente da redugdo do fluxo de cdlcio pelos

canais L do sarcolema e diminuicio da atividade da bomba de calcio do reticulo

sarcoplasmatico (SERCA?2) do miocérdio.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e protocolo experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, estando de acordo com o “Guia
para Cuidados e Usos de Animais Experimentais”.

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com 30 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”
de Botucatu. Os ratos foram randomizados em dois grupos: controle (C) e obeso (OB). Os
animais C receberam ra¢do comercial Labina (Purina, Paulinia, SP, Brasil) e os OB ciclos de
cinco dietas hipercaldricas que se sucediam de forma rotativa, semanalmente, por um periodo
de 15 semanas. A ingestdo alimentar dos animais foi controlada diariamente e o consumo de
dgua mensurado semanalmente. Os animais foram pesados semanalmente, utilizando-se uma
balanca digital Mettler® modelo Spider 2.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de polipropileno forradas com
maravalha de Pinus esterilizada, a temperatura ambiente de 24 °C e submetidos a ciclos de
iluminagdo de 12 horas.

O estudo foi realizado em dois experimentos, denominados Diltiazem (C, n=20; OB,
n=20) e Acido Ciclopiazénico (C, n=15; OB, n=15). A realizacio da pesquisa em dois
momentos distintos ocorreu devido a impossibilidade de utilizar as duas drogas em um

mesmo ensaio.

2.1.1. Critérios de exclusao dos ratos nos grupos controle e obeso

Na experimentacdo bioldgica, em especial nos estudos com animais, mesmo quando

mantidas as condi¢des laboratoriais, nao estd assegurada uma resposta homogénea nos grupos



experimentais. Animais que recebem o mesmo tratamento podem mostrar variabilidade de
resposta. Neste sentido, ratos submetidos as dietas padrdo e hipercaldrica podem apresentar,
em maior ou menor escala, caracteristicas comuns de respostas. Por essa razdo, torna-se
necessario estabelecer critérios que possibilitem a separacao dos animais. No presente estudo,
a exclusdo dos animais nos grupos controle e obeso foi realizada apés as 15 semanas de
tratamento, por meio de dois critérios:

1- ingestao alimentar semanal (IAS): estabeleceu-se um intervalo de 95% de
confianca (IC) para a média da IAS dos ratos controle e obeso. Excluiu-se do grupo controle
os animais com IAS acima do limite superior do IC do respectivo grupo por um periodo igual
ou superior a 12 semanas. O mesmo procedimento de exclusdo ocorreu para os animais do
grupo obeso; entretanto, nesse grupo foram excluidos os ratos com IAS abaixo do limite
inferior do IC do respectivo grupo;

2- peso corporal final: para os animais ndo excluidos pelo critério de IAS
estabeleceu-se um IC de 95% para a média do peso corporal dos animais controle e obeso.
Adotou-se como ponto de separacdo (PS) entre os grupos, o ponto médio entre o limite
superior do controle e o limite inferior do obeso, sendo excluidos do grupo controle os
animais com peso corporal acima do PS e do grupo obeso os animais com peso corporal

abaixo do PS.

2.2. Composicao das dietas padrao e hipercalérica

As dietas experimentais seguiram as especificagdes do guia “Nutrient requirements of
the laboratory rat” para ratos de laboratério.”® A dieta padrdo utilizada foi a Purina Labina
(Paulinia, SP, Brasil) e as dietas hipercaldricas, 1, 2, 4, e 5, padronizadas neste laboratorio,
foram constituidas de uma mistura de pé de racdo comercial Labina, alimentos

(59)

industrializados, suplementos de proteinas, vitaminas e minerais. A mistura foi



homogeneizada com &dgua, transformada em pellets, seca em estufa ventilada Fanem® 2
temperatura de 55 = 5 °C e, posteriormente, armazenada em freezer (Metalfrio, Double
Action, Brasil) a -20 °C. A dieta 3 era composta pela dieta padrdo e pela dgua oferecida aos
animais, acrescida de sacarose na concentracdo de 300 gramas por litro. Os ingredientes
utilizados no preparo das dietas estdo apresentados nos Quadros 1 a 5.

O estudo bromatolégico realizado para a andlise da composi¢do nutricional das dietas,

padrdo e hipercaldrica, foi realizado no Laboratério de Melhoramento e Nutricio Animal da

Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Unesp — Botucatu, e estd apresentado no Quadro 6.0

Quadro 1-Ingredientes utilizados no preparo da dieta 1

Ingredientes Peso (g)
P6 Labina (Purina® SP) 355
Amendoim torrado 176
Caseina 123
Oleo de milho 82
Achocolatado 88
Bolacha Maisena 176
Total 1000

Para cada kg de racdo foram acrescentados: ferro, 19,4 mg; potéssio,
138,4 mg; selénio, 73,1 pg; sulfato de molibdénio, 150,0 pug; vitamina
A, 769,21 pg de equivalente de retinol (RE); vitamina B6, 6 mg;
vitamina B12, 34,6 ug; vitamina D, 61,53 pg de equivalente de
calciferol; vitamina E, 73,3 mg de a-tocoferol e biotina, 120 pg.



Quadro 2-Ingredientes utilizados no preparo da dieta 2

Ingredientes Peso (g)
PG Labina (Purina®/ SP) 439
Amendoim torrado 218
Caseina 129
Oleo de milho 61
Batata frita 153
Total 1000

Para cada kg de racdo foram acrescentados: ferro, 26,7 mg; selénio, 62,7
pg; sulfato de molibdénio, 150,0 pg; vitamina A, 704,14 ug de RE;
vitamina B6, 6 mg; vitamina B12, 32,5 pg; vitamina D, 56,33 ug de
equivalente de calciferol; vitamina E, 67,2 mg de a-tocoferol e biotina,
110 pg.

Quadro 3-Ingredientes utilizados no preparo da dieta 3

Ingredientes Quantidade
Racdo Labina (Purina®/ SP) Ad libitum
Agua + agticar 300 g sacarose/ litro dgua

Quadro 4-Ingredientes utilizados no preparo da dieta 4

Ingredientes Peso (g)
P6 Labina (Purina® SP) 371
Amendoim torrado 185
Caseina 99
Oleo de milho 68
Macarrao instantaneo 185
Queijo ralado 92
Total 1000

Para cada kg de racdo foram acrescentados: ferro, 24,1 mg; potéssio,
35,6 mg; selénio, 70,8 pg; sulfato de molibdénio, 150,0 pg; vitamina
A, 750,45 pg de RE; vitamina B6, 6 mg; vitamina B12, 34,2 ug;
vitamina D, 60,4 ug de equivalente de calciferol; vitamina E, 71,9 mg
de a-tocoferol e biotina, 120 pg.



Quadro S-Ingredientes utilizados no preparo da dieta 5

Ingredientes Peso (g)

P6 Labina (Purina® SP) 359
Amendoim torrado 179
Caseina 105

Oleo de milho 80
Leite condensado 161
Bolacha Wafer 116
Total 1000

Para cada kg de racdo foram acrescentados: ferro, 25,2 mg; potéssio,
104,8 mg; selénio, 73,1 pg; sulfato de molibdénio, 150,0 pg; vitamina
A, 764,56 ng de RE; vitamina B6, 6 mg; vitamina B12, 34,5 ug;
vitamina D, 61,17 ug de equivalente de calciferol; vitamina E, 72,8 mg
de a-tocoferol e biotina, 120 pg.

Quadro 6-Composi¢io nutricional das dietas padrdo e hipercalérica

Dietas

Componentes Padrao Dieta 1 Dieta2 Dieta4  Dieta$s

Proteina (%) 27,73 28,52 31,43 31,23 27,49
Carboidrato (%) 46,18 41,34 28,27 24,33 35,50
Gordura (%) 4,15 17,46 25,97 24,20 23,68
Minerais (%) 7,32 3,43 4,60 5,12 3,93
Fibras (%) 6,21 2,97 4,98 10,01 3,98
Umidade (%) 8,41 6,28 4,75 5,11 5,42
Colorias (Keallg) 333 436 472 440 465

OBS: A dieta 3 ndo estd apresentada no quadro por ser constituida de dieta padrao
Labina (Purina, Paulinia, SP) e dgua acrescida de sacarose na concentragdo de
300 g/litro (1,2 kcal/ml de agua).
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2.3. Eficiéncia alimentar e ingestao calérica

Com a finalidade de analisar a capacidade do animal em converter a energia alimentar
consumida em peso corporal foi calculada a eficiéncia alimentar (EA), dividindo-se o ganho
total de peso dos animais (g) pela energia total ingerida (Kcal).® DA ingestao caldrica foi
calculada pela seguinte férmula: ingestdo alimentar semanal multiplicada pelo valor caldrico

de cada dieta (g x kcal).®?

2.4. Pressao arterial sistolica final

Ap6s 15 semanas de protocolo experimental, os animais foram submetidos a aferi¢ao
da pressao arterial sistélica caudal. Os ratos foram previamente aquecidos a temperatura de 40
°C por 5 minutos, em uma caixa de madeira (50x40 cm) forrada com maravalha de Pinus
autoclavada, com a finalidade de produzir vasodilatacdo da artéria caudal.

A pressdo arterial sistdlica foi medida por pletismografia, utilizando-se
eletroesfigmomandmetro, Narco Bio-System®, modelo 709-0610 (International Biomedical,
Inc, USA). O manguito foi colocado em torno da cauda do animal, e era conectado a um
transdutor de pulso (Gould). O manguito era insuflado a um valor superior a pressdo arterial
sistdlica, e, em seguida desinsuflado até que as pulsacOes arteriais fossem registradas em

poligrafo Gould, modelo RS 3200.”
2.5. Teste oral de toleriancia a glicose

Com a finalidade de mostrar que o modelo de obesidade induz alteracdes no perfil

. A . 2.64 . . N . < . .
glicémico,® % foi realizado o teste oral de tolerincia a glicose ao final do protocolo
experimental. As coletas sangiiineas foram realizadas na artéria caudal, apds os animais serem

submetidos a um periodo de jejum de 12 a 15 horas. Foi coletada amostra de sangue na

condi¢do basal, em seguida, foi administrada gavagem com solugado de glicose a 20% (Glicose
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Monohidratada, Merck, Sao Paulo, Brasil) equivalente a 3 g/kg.(m’ﬁz) Amostras de sangue
foram entdo coletadas na cauda dos animais nos momentos 0, 60, 120, 180 e 240 minutos. O
aparelho utilizado na mensuragdo dos niveis glicEmicos foi o glicosimetro ACCU-CHEK GO

KIT (Roche Diagnostic Brazil Ltda, SP, Brazil).

2.6. Analises hormonais

Para caracterizar o modelo de obesidade foram realizadas as dosagens dos hormdnios
leptina e insulina. Ao término do tratamento, os animais foram colocados em jejum por 12 a
15 horas, anestesiados com pentobarbital sédico, 50 mg/kg, intraperitoneal, e sacrificados por
decapitacdo. O sangue foi coletado em tubos com heparina, em seguida, centrifugado a 3000 x
g por 15 minutos a 4 °C e armazenado a -80°C. As concentragdes plasmadticas de leptina e
insulina foram determinadas pelo método ELISA com auxilio de leitor de micro-placa
(Spectra MAX 190, Molecular Devics, USA), utilizando-se kits especificos (Linco Research

Inc, St. Louis, MO, USA)_<50,65)

2.7. Analise da gordura corporal

Com a finalidade de quantificar a gordura corporal na carcaca dos animais foi
realizada a andlise da gordura corporal. Foram utilizados 11 animais de cada grupo do
experimento Diltiazem. ApOs os animais serem anestesiados (pentobarbital sodico, S0 mg/kg,
intraperitonial), decapitados e toracotomizados, descartou-se as visceras restando apenas a
carcaca. Esta foi armazenada e seca a uma temperatura de 100 + 5 °C durante 72 horas em
estufa ventilada Fanem®. ApGs a secagem, a carcaca foi embrulhada em papel filtro e a
gordura extraida em aparelho Extrator de Soxhlet (Corning Incorporated, USA). A

porcentagem de gordura na carcaga foi determinada pela féormula PP-PSSG/PPr x 100%, onde
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PP= peso pds-secagem, PSSG= peso seco apds extragdo da gordura e PPr= peso pré-

secagem. (66)

2.8. Estudo morfolégico

As varidveis morfoldgicas para caracterizar os animais foram: peso corporal inicial
(PCI), peso corporal final (PCF), peso do ventriculo esquerdo (VE), relacdo entre o peso do
VE e o peso corporal final (VE/PCF), peso do ventriculo direito (VD), relacao entre o peso do

VD e o peso corporal final (VD/PCF) e area seccional do musculo papilar (AS).

2.9. Analise morfométrica do miocardio

Com a finalidade de verificar o tamanho do midcito foi realizada a andlise
morfométrica do musculo cardiaco. As preparagdes histolégicas foram realizadas no
Laboratorio Experimental do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP. Apdés os animais serem anestesiados (pentobarbital sédico, 50 mg/kg,
intraperitonial), decapitados e toracotomizados, o coracdo foi rapidamente removido; uma
amostra do ventriculo esquerdo foi retirada por meio de um corte transversal a 6 mm do dpice
e colocada em solugdo de formol a 10% por 24 h. D A seguir, o tecido miocdrdico foi lavado
em 4dgua corrente por 24 h, transferido para solucdo de etanol 70% e incluso em bloco de
parafina. Os cortes histologicos de 4 um de espessura foram corados em 1amina com solucao
de hematoxilina-eosina (HE).

Os cortes histolégicos foram projetados em aumento de 40 vezes com o auxilio de
microscopio, LEICA DM LS, acoplado a camera de video, que envia imagens digitais a um
computador dotado de programa de andlise de imagens (Image Pro-plus, Media Cybernetics,
Silver Spring, Maryland, USA). Para cdlculo das dreas seccionais dos midcitos foram

mensuradas 50 a 70 células por ventriculo. Os midcitos analisados, localizados na camada



14

subendocérdica da parede muscular, deveriam estar seccionados transversalmente e apresentar
4 . e 7 . . .

forma arredondada com niicleo visivel no centro da célula.®” As dreas seccionais transversas

dos midcitos (AST; pm2), utilizadas como indicador de remodelacdo ventricular, foram

obtidas em 7 animais de cada grupo do experimento Diltiazem.

2.10. Estudo funcional

O desempenho mecanico dos musculos papilares foi avaliado de acordo com a técnica

oy . . z . 68-70 2 . s .
utilizada rotineiramente em nosso laboratério.®®’” Ao término do periodo experimental, os
animais foram anestesiados e submetidos a toracotomia mediana. Os coragdes foram

rapidamente removidos e colocados em solu¢io de Krebs-Henseleit'""

com a seguinte
composicao em mM: 118,5 NaCl; 4,69 KCI; 1,25 CaCly; 1,16 MgSOy4; 1,18 KH,POy; 5,50
glicose e 24,88 NaCOs3, mantidos a temperatura de 28 °C, previamente oxigenada durante 10
minutos com 95% de oxigénio (O;) e 5% de diéxido de carbono (CO,). Apds permanecerem
aproximadamente 1 minuto na soluc¢do, os coragdes foram retirados e o ventriculo direito
dissecado com a finalidade de expor o septo interventricular. Este foi dividido ao meio a fim
de permitir a exposi¢do adequada dos dois musculos papilares, anterior e posterior, do
ventriculo esquerdo. Estes foram cuidadosamente dissecados, mantendo-se nas suas
extremidades segmentos da parede ventricular. Esses segmentos tinham como finalidade
evitar a lesdo das extremidades dos musculos, quando os mesmos fossem presos a anéis de
aco inoxiddvel com diametro interno de 3,8 a 4,2 mm. O musculo papilar utilizado, apds ter
suas extremidades presas aos anéis, foi rapidamente transferido para camara de vidro

contendo solucdo de Krebs—Henseleit,m)

continuamente oxigenada com 95% de O, e 5% de
CO; e mantida a temperatura de 28 °C, gracas ao uso de banho circulante (PAPST, K-5058,

GERMANY). O miusculo foi posicionado verticalmente e sua extremidade inferior acoplada a

um fio de aco inoxidavel, 0,38 mm de didmetro, conectado a um transdutor de forca (Kyowa
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120T 20B). O fio de ago atravessava uma fenda, preenchida por mercitrio, existente no
assoalho da camara de vidro. A por¢do superior tendinosa do musculo foi conectada a um fio
de aco, semelhante ao anterior, que estava ligado a extremidade do braco longo de uma
alavanca isot6nica. Sobre esta extremidade existia um micréometro (The L.S. Starrett. Co.
Athol.Mass.USA. n°463) que, controlando a extensdo dos movimentos da alavanca, permitia
ajustar o comprimento de repouso do musculo. Na extremidade do braco curto da alavanca foi
suspenso, por fio de aco, um peso de 2,5 a 5,0 g, denominado pré-carga, que tinha por
finalidade promover o estiramento inicial do musculo papilar. A alavanca era de magnésio,
aluminio, rigida e leve, sendo a razdo entre os bracos longo e curto de 4:1. O esquema do

sistema utilizado € mostrado na Figura 1.

MICROMETRO

| TRANSDUTOR DE
FIO DE AGO INOXIDAVEL A CAMPRIMENTO

1
\ r*1—+ POSCARGA

- PRECARGA

: - /._?soc.ugio NUTRIENTE
=i Ea = ]

ESTIMULADOR EL EITF!ICO-—-H

ELETRODOS DE PLATINA ENTRADA DO SISTEMA DE CIRCULAQEO

“iillw—. DE AGUA PARA MANTER SOLUGAO Nu
TRIENTE A" TEMPERATURA CONSTANTE

MUSCULO PAPILAR

S @\

SISTEMA DE BORBULHAMENTO DE GASES \ SISTEMA DE BORBULHAMENTO DE GASES
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}
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Figura 1. Representacao esquemadtica do sistema de registro miografico

Os musculos papilares foram estimulados 12 vezes por minuto por meio de eletrodos
de platina tipo agulha (E8 — Grass), posicionados paralelamente ao eixo longitudinal dos
miusculos. Os eletrodos foram acoplados a estimulador elétrico que emitia estimulos em onda

quadrada de 5 mili-segundos. A voltagem de estimulo, 12 a 15 volts, correspondia a 10%
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acima do valor minimo necessdrio para provocar a resposta mecanica maxima do musculo. O
pH da solu¢do Krebs-Henseleit variou de 7,38 a 7,42 e a pressdo parcial de oxigénio da
solugd@o foi mantida entre 550 a 600 mmHg.

Ap6s periodo de 60 minutos, nos quais os musculos contraiam contra a pré-carga sem
desenvolverem forga - contracdo isotOnica - foi colocada carga adicional de 50 g, pds-carga,
na extremidade do braco curto da alavanca. A carga total, pré-carga mais a pds-carga, impedia
os musculos de encurtarem, passando os mesmos a desenvolverem somente forca, contracao
isométrica. O excessivo estiramento muscular que poderia ser causado pela adi¢do da pos-
carga foi evitado pelo micrometro que impedia a movimentagdo da alavanca. Apds a
estabilizacdo do musculo em contragdo isométrica, este foi progressivamente estirado, por
meio do micrometro, até a for¢a desenvolvida atingir o seu valor maximo. O comprimento de
estiramento da fibra muscular associado com a for¢a ou tensdo méxima desenvolvida, em
contragdo isométrica, denomina-se Lmax. Apds atingir Lmax, o musculo foi novamente
colocado em contracdo isotonica durante 5 minutos. A seguir, o miusculo papilar foi
recolocado em contragdo isométrica, para determinacdo final de Lmax. O registro das curvas
de tensdo foi iniciado apds verificar-se que o miusculo permanecia estdvel em contracio
isométrica durante 15 minutos. Os seguintes parametros foram analisados: tensdo
desenvolvida (TD, g/mm?), tensdo de repouso (TR, g/mm?®), tempo para atingir o pico da
tensdao desenvolvida (TPT, ms), velocidade de variacdo da tensdao desenvolvida (+dT/dt,
g/mmz/s), velocidade de variagdo de decréscimo da tensdo desenvolvida (-dT/dt, g/mmz/s)
tempo para a tensdo desenvolvida decrescer 50% de seu valor méximo (TRso, ms). A Figura 2
€ uma ilustracdo representativa das curvas de contracdo isométricas obtidas durante os

experimentos.
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Figura 2. Representacdo da curva de contrag@o isométrica obtida durante os experimentos.
2.10.1. Intervencoes farmacolégicas

O estudo funcional foi realizado em dois experimentos, Diltiazem e Acido
Ciclopiazonico. No experimento Diltiazem, os musculos foram avaliados na condi¢do basal e
apo6s bloqueio especifico do canal L sarcolemal por meio de adi¢ao de diltiazem (Diltiazem
Hydrochoride, Sigma®—Aldrich, St Louis, MO, USA) na soluc¢do nutriente Krebs-Henseleit
nas doses IO'SM, 10‘4M, 3x10°*M.7*7 No experimento Acido Ciclopiazonico, os musculos
papilares foram analisados na condi¢do basal e apds bloqueio especifico da bomba de célcio
do reticulo sarcoplasmdtico (SERCA2) por meio de adi¢do de dacido ciclopiazdnico
(Penicillium cyclopium, Sigma®-Aldrich, St Louis, MO, USA) na solucao nutriente nas doses
1uM, 10 pM, 30 uM.7+7®

Os registros das contracdes isométricas no experimento 1 foram realizados em
condi¢do basal e 20 minutos apds adi¢dao de cada dose de diltiazem na solucio nutriente com
concentracdo de calcio de 1,25 mM; no experimento 2, as contragdes foram registradas em
condicdo basal e apds 10 minutos da adi¢do de cada dose de &4cido ciclopiazbnico com
concentracdo de cdlcio de 0,625 mM. Antes das manobras, foi determinada a relacdo entre

tensdo de repouso e comprimento diastélico do misculo. Com essa finalidade, a tensdo de
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repouso foi analisada em comprimentos musculares correspondentes a 90%, 92%, 94%, 96%,
98% e 100% de Lméx. A curva do comportamento da TR em relacdo a variacbes no
comprimento do miusculo foi realizada pelo modelo de regressdo exponencial, por meio da
seguinte equacdo: log(TR) = -51,1118 + 25,5425 .1og(Lmax) para o grupo controle e log(TR)
=-58,1992 + 29,1455.(logLméx) no grupo obeso.

Os parametros usados para caracterizar os musculos papilares, individualmente, foram:
comprimento (mm), peso do musculo (mg) e drea seccional (mmz). O comprimento in vitro,
(Limax) foi medido com auxilio de um catetometro Gartner (Gartner Scientific Corporation,
Chicago, USA). A porcao do musculo entre os anéis de aco foi cortada, submetida a secagem
com papel filtro e pesada. A drea seccional foi calculada dividindo-se o peso do musculo pelo
seu comprimento em Lmdx, considerando-se que o miusculo papilar tem forma cilindrica,
uniforme e peso especifico aproximadamente unitario.

Os musculos papilares dissecados inadequadamente ou que apresentaram
comportamento funcional fora do padrdo de normalidade foram excluidos do estudo.
Considerou-se como comportamento mecanico inadequado, os valores obtidos em contracao
isométrica que apresentavam afastamento superior a dois desvios padrdo da média, ou seja,
valor cujo escore em valor absoluto era superior a 1,96.”” Foram utilizados musculos

. . . 2
papilares que apresentavam area seccional entre 0,5 e 1,5 mm”.

2.10.2. Calibracao dos tracados

As curvas de contragdo isométrica foram registradas em um poligrafo (GOULD, RS
3200, Gould Inc., T&M, Valley Visw, Ohio) com velocidade de transporte de papel de 100
mm/s. Em cada experimento, o fator de calibracdo para o célculo da tensdao desenvolvida
maxima foi realizado acoplando-se diretamente os dois fios de aco que sustentavam a

extremidade superior e a inferior dos musculos papilares, e colocando-se um peso de 10
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gramas no brago curto da alavanca. A deflexdo registrada correspondia, em razdo da diferenca
entre os comprimentos dos bracos da alavanca de 4 para 1, a uma tensdo de 2,5 g.
Relacionando-se a altura da deflexao em milimetros com o valor da tensido, obtinha-se o fator
de calibracdo necessario para o calculo dos valores da TD e da TR. Os valores do TPT e TRsg
foram obtidos considerando-se que cada milimetro do papel correspondia ao tempo de 10 ms.
Conhecendo-se a velocidade de transporte do papel e o fator de calibragdo da tensdo
desenvolvida foi possivel determinar os valores da +dT/dt e -dT/dt. Os valores da TD, TR,
+dT/dt e da -dT/dt foram divididos pela drea seccional do musculo papilar. Este processo de

normalizac¢do permitiu comparar o desempenho de musculos de diferentes tamanhos.

2.11. Analise estatistica

A andlise das varidveis dos animais relativas as caracteristicas gerais e nutricionais,
visando o agrupamento dos grupos controles e dos grupos obesos utilizados nos experimentos
Diltiazem e Acido Ciclopiazonico, foi realizada pela técnica de razdo de varidncias dos grupos
objetivando a homogeneidade da variacdo residual.®”

As caracteristicas gerais, nutricionais € hormonais foram expressas em média + desvio
padrdo e submetidos ao teste “r” de Student para amostras independentes. A comparagdo dos
perfis evolutivos do peso corporal e do perfil glicémico entre os grupos foi realizada pela
técnica de andlise de variancia para o modelo de medidas repetidas em grupos independentes
e complementada com o teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.®"

A comparacdo do desempenho funcional miocédrdico na condicdo basal entre os
grupos, expressos em média + desvio padrdo, foi realizado pelo teste multivariado T de
Hotelling complementado com os intervalos de 95% confianga simultdneos de Hotelling.®?
A comparagdo entre as curvas de regressdo foi realizada pelo teste do coeficiente angular e

a1 83
da constante de regressdao linear.®
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As acdes do diltiazem e do 4cido ciclopiazonico sobre a fungdo mecanica do musculo
papilar foram expressas em variacdes percentuais (A). O cdlculo das variagdes percentuais foi
realizado pela seguinte férmula: A(%) = (M1-M2)/ M1x100, onde M1 € o valor na condi¢do
basal e M2 é o valor em resposta a variagdo da concentracdo de diltiazem ou é&cido
ciclopiazonico. A comparacdo das variacOes das concentracdes do diltiazem e dacido
ciclopiazonico foi realizada pela técnica da andlise de varidncia ndo paramétrica para o
modelo de medidas repetidas em grupos independentes, sendo as medidas descritivas
expressas em mediana e semi-amplitude total.* O nivel de significAncia considerado para

todas as varidveis foi de 5%.%"
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3. RESULTADOS

3.1. Composicao dos grupos

A partir dos critérios estabelecidos para a composi¢do dos grupos controle e obeso
foram utilizados no experimento Diltiazem dezesseis animais no grupo controle (C, n=16) e
treze no grupo obeso (OB, n=13) e no experimento Acido Ciclopiazonico doze animais do
grupo controle (C, n=12) e doze no grupo obeso (OB, n=12). As varidveis relativas as
caracteristicas nutricionais, peso corporal, pressdo arterial sistdlica final e perfil glicémico dos
grupos de animais, controle e obeso, constituintes dos experimentos Diltiazem e Acido

Ciclopiazénico foram agrupadas conforme descrito na Anélise Estatistica.

3.2. Caracteristicas gerais

A Tabela 1 mostra os dados referentes as caracteristicas gerais dos animais utilizados
nos dois experimentos apds o agrupamento. O peso corporal final, o percentual de gordura e a

pressdo arterial dos animais obesos foram maiores do que o controle.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos grupos experimentais.

Grupos
Parametros C (n=28) OB (n=25)
PCI (g) 105 £ 10 111 +£12
PCF (g) 442 + 30 557 £ 62%
Gordura (% )# 8+3 17 £ 7%*
PA (mmHg) 108 £9 121 £ 15%*

Dados expressos em média £ desvio padrdo. C: controle; OB: obeso; PCI: peso corporal inicial,;
PCF: peso corporal final; # porcentagem de gordura da carcaga de 11 animais de cada grupo do
experimento diltiazem; PA: pressdo arterial sist6lica final. *p<0,0001 vs C. ** p<0,001 vs C. Teste
“s” de Student para amostras independentes.
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A Figura 3 mostra a evolucdo semanal do peso corporal dos animais durante o
experimento, que foi diferente entre o grupo controle e obeso a partir da 2* semana de

tratamento.
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Figura 3-Evolucdo semanal do peso corporal dos animais controle (C, n=28) e obeso (OB, n=25). Os dados
estdo expressos em média e desvio-padrdo da média. * p<0,05 vs C. Andlise de medidas repetidas para dois

grupos independentes.

A Tabela 2 mostra a ingestdo alimentar, consumo de 4gua, ingestdo caldrica e a
eficiéncia alimentar dos ratos. Nao houve diferenca no consumo de dgua entre os animais.
Durante todo o periodo experimental, os animais obesos ingeriram menor quantidade de racao

que os C, porém a ingestdo caldrica e a eficiéncia alimentar foram maiores nos animais OB do

que no C.
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Tabela 2. Caracteristicas nutricionais dos ratos.

Grupos
Variaveis C (n=28) OB (n=25)
IA (g/dia) 219+£1,5 17,0 + 1,8%*
CA (ml/dia) 40,3 +£3,9 42,4 +£4.6
IC (g x Kcal/dia) 72,4 +49 85,6 £ 9,6
EA (g/kcal) 0,044 + 0,003 0,050 + 0,005%*

Dados expressos em média t desvio padrdo; C: controle; OB: obeso; IA: ingestdo alimentar; CA:
consumo de dgua; IC: ingestdo caldrica; EA: eficiéncia alimentar. * p<0,001 vs C. Teste “f’ de
Student para amostras independentes.

A Figura 4 mostra o resultado do teste oral de tolerincia a glicose realizada ao final do
experimento apds os animais permanecerem em jejum de 12-15 horas. Os valores glicEémicos
basais foram similares nos dois grupos. Apos a gavagem, os niveis de glicemia foram mais

elevados no OB do que C nos momentos 60, 120, 180 e 240 minutos.

200 .
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Figura 4-Perfil glicEmico dos animais controle (C, n= 28) e obeso (OB, n= 25) submetidos
ao teste oral de tolerancia a glicose. Os dados estdo expressos em média e desvio padrao.
Andlise de medidas repetidas em dois grupos independentes.* p<0,05 vs C.
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Na Tabela 3 estdo apresentadas os niveis plasmdticos de leptina e de insulina, que

foram mais elevados nos animais obesos do que nos controle.

Tabela 3. Concentragdes plasmdticas dos hormdnios leptina e insulina.

Grupos
Hormonios C (n=13) OB (n=13)
Leptina (ng/ml) 2,31 +£0,53 4,82 +1,34*
Insulina (ng/ml) 0,45 +0,19 1,48 £ 0,67*

Dados expressos em média * desvio padrio; C: controle; OB: obeso; Concentragdes de leptina e
insulina realizadas em animais do experimento diltiazem. * p<0,001 vs C. Teste “f’ de Student
para amostras independentes.

3.3. Experimento Diltiazem

3.3.1. Estudo morfolégico

A Tabela 4 mostra as caracteristicas morfoldgicas do coracdo dos animais utilizados
no experimento diltiazem. Embora os animais OB apresentassem pesos do ventriculo
esquerdo e direito maiores do que os C, as relacdes VE/PCF e VD/PCF nao foram diferentes
entre os grupos. A drea seccional transversa dos midcitos, drea seccional e o comprimento dos

musculos papilares em Lméx foram semelhantes nos dois grupos.
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Tabela 4. Caracteristicas morfoldgicas do coragao.

Grupos
Variaveis C (n=11) OB (n=11)
VE (g) 0,85 +0,08 1,00 = 0,07*
VD (g) 0,23 £0,02 0,28 +£0,03*
VE/PCF (mg/g) 1,93 £ 0,20 1,84 £ 0,19
VD/PCF (mg/g) 0,52 +£0,03 0,52 £ 0,04
AST (um®) # 180 + 13 188 + 13
Lmax (mm) 8,92 +1,02 8,86 +1,18
MP (mg) 7,70 £ 1,22 8,80 £ 1,97
AS (mm?) 0,86 £0,12 0,99 £0,19

Valores expressos em média * desvio padrdo. C: controle; OB: obeso; VE:
ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; VE/PCF: relacdo ventriculo esquerdo
pelo peso corporal final; VD/PCEF: relag@o ventriculo direito pelo peso corporal final;
# AST: drea seccional transversa dos midcitos de 7 animais do experimento
diltiazem; Lmax: comprimento do misculo associado a tensdo mdxima desenvolvida;
MP: peso do musculo papilar; AS: drea seccional do musculo papilar. Teste “r” de
Student. * p<0,05 vs C.

A Figura 5 é uma ilustracdo representativa das dreas seccionais transversas dos

midcitos dos animais controle e obeso, respectivamente.

Controle Obeso

Figura 5- Andlise histoldgica das dreas seccionais transversas dos midcitos dos animais controle e obeso
no experimento Diltiazem. HE 200 X.
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3.3.2-Estudo funcional

A Tabela 5 mostra os dados funcionais do musculo papilar obtidos em condi¢des
basais com concentracdo de cdlcio de 1,25 mM. Os resultados indicam que a obesidade nao
acarretou alteracdo mecanica, desde que as varidveis analisadas apresentaram comportamento

semelhante nos dois grupos.

Tabela 5. Influéncia da obesidade sobre as varidveis funcionais obtidas em

contragdes isométricas na condi¢cdo basal.

Grupos
Parametros C (n=11) OB (n=11)
TD (g/mm?) 4,1+0,7 4,3 +0,9
TR (g/mm?) 1,3+0,3 1,6 +0,5
TPT (ms) 160 + 11 171 17
+dT/dt (g/mm?/s) 43 +7 43 + 10
-dT/dt (g/mm?/s) 17 + 4 17+5
TRs (ms) 159 + 10 170 + 30
Resultado T2 Hotelling p>0,05

Dados expressos em média * desvio padrdo. C: controle; OB: obeso; TD: tensdo desenvolvida;
TR: tensdo de repouso; TPT: tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade
méxima de variagdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt: velocidade méaxima de variagdo de
decréscimo da tensdo desenvolvida; TRs,: tempo para a tensdo desenvolvida decrescer 50% de seu
valor méximo. Teste multivariado T* de Hotelling.

A influéncia do diltiazem sobre as varidveis funcionais, expressas em porcentagem de
variagcdo (%), foi realizada com concentracido de célcio de 1,25 mM e estd apresentada na
Tabela 6. A elevagdo na concentracio de diltiazem de 10° para 3x10™ M acarretou reducdo
crescente e similar da TD, da +dT/dt e da -dT/dt em ambos os grupos. A droga provocou
diminuicao semelhante da TRsono grupo controle e no obeso. A TR decresceu com o aumento

da concentracdo da droga no grupo controle; no obeso, a TR sofreu uma reducdo maior e
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similar nas doses de 10*M e 3x10™*M do que na concentracio de 10°M. A variacdo da TR
foi menor no OB do que no grupo controle. O TPT sofreu redugdo semelhante nas trés doses
de diltiazem no grupo controle; no obeso, a reducdo foi diferente nas doses de 10°M e 10°*M.
Os registros da tensdo desenvolvida apds adi¢do do diltiazem em ambos os grupos estdo

apresentados na figura 6.

10°M 10*M 3x10*M

10°M 10*M 3x10*M

OB

Figura 6. Tensdo desenvolvida mdxima obtida em contragdo isométrica nos ratos controle (C) e
obeso (OB) apés a adicdo de diltiazem nas concentragdes de 10°, 10" e 3x10* M na solugio

nutriente.

Tabela 6. Influéncia do diltiazem sobre os pardmetros funcionais miocardicos

TD TR +dT/dt -dT/dt TPT TRs
(g/mm’) (gmm>  (gmm’s)  (g/mm’s) (ms) (ms)
10° 16 +7°¢ 14 +11¢ 215 +£24¢ 11 +11€ 4+11% -10+84
c 10" 57 + 9B 21 +108 53+ 138 52+ 108 2+84 17 + 128
3x10¢  -82+13* 24+10" -80 + 8* 74 + 14 2+16%  -13+18"
10° 20+ 12€ 8§ +22°B .15 +23€ -11 +13€ 9+88 12+114

oB 10* 60+ 118 11 +10™ 253 + 108 .53 + 108 11104 -11 200

3x10* 81 +12% S12+154 77 + 144 78 + 124 9+17°  _15+234

Valores relativos (%) expressos em mediana + semi-amplitude total. C: controle; OB: obeso; 10°, 10* e 3x10™ M:
concentragdes de diltiazem; Basal: Ca** com 1,25 mM; TD: tensdo desenvolvida; TR: tensdo de repouso; TPT: tempo
para atingir o pico da tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de variagdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt:
velocidade maxima de variagdo de decréscimo da tensdo desenvolvida; TRs,: tempo para a tensdo desenvolvida
decrescer 50% de seu valor maximo. * representa diferenca significativa entre os grupos C e OB; A, B e C: letras
distintas mostram diferenca significativa da influéncia do diltiazem intra grupo; ANOV A, Medidas Repetidas; p<0,05.
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3.3.3. Rigidez passiva elastica miocardica

O comportamento da TR obtidas em contracdo isométrica a partir de diferentes
percentuais de comprimento do musculo, de 90% a 100% de Lmax, esta apresentado na figura
7. A curva da rigidez mostra que o comportamento da TR foi diferente entre os dois grupos e
a medida que o musculo era estirado, ocorria elevagdo da TR. A partir deste resultado
podemos afirmar que a rigidez do miocérdio foi mais elevada nos ratos obesos do que nos

controles.

k=l
]
I

0,6 4

0.4 4

Tensao de repouso (g/mmz)

- TRControle
0,2

TRobeso

0 T T T T T T T
90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

Comprimento do musculo (% de Lmax)
Figura 7. Comportamento da tensdo de repouso em fungdo da variagdo do comprimento do musculo.
3.4. Experimento Acido Ciclopiazonico
3.4.1. Estudo morfolégico

A Tabela 7 mostra as caracteristicas morfoldgicas do coragdo dos animais utilizados
no experimento Acido Ciclopiazonico. Embora os animais OB apresentassem pesos do

ventriculo esquerdo e direito maiores do que os C, as relagdes VE/PCF e VD/PCF nao foram
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diferentes entre os grupos. A drea seccional e o comprimento dos musculos papilares em

Lmax foram semelhantes nos dois grupos.

Tabela 7. Caracteristicas morfoldgicas do coragdo.

Grupos
Parametros C (n=10) OB (n=11)
VE (g) 0,82 + 0,04 1,03 +£0,11*
VD (g) 0,21 £0,04 0,27 £ 0,04*
VE/PCF (mg/g) 1,89 £0,13 1,82 £0,14
VD/PCF (mg/g) 0,47 £ 0,08 0,49 £ 0,06
Lmax (mm) 8,72 + 1,08 8,84 + 0,69
MP (mg) 7,63 £2,20 8,19+ 1,78
AS (mm?) 0,88 £0,28 0,93 £ 0,20

Valores expressos em média £ desvio padrdao. C: controle; OB: obeso; VE:
ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; VE/PCF: relacdo ventriculo esquerdo
pelo peso corporal final; VD/PCF: relagdo ventriculo direito pelo peso corporal final;
Lmax: comprimento do musculo associado a tensdo mdxima desenvolvida; MP: peso
do musculo papilar; AS: drea seccional do miisculo papilar. Teste “#” de Student. *
p<0,05 vs C.

3.4.2. Estudo funcional

A Tabela 8 mostra os dados funcionais do musculo papilar obtidos em condicdes
basais com concentracdo de célcio de 1,25 mM. A andlise estatistica mostrou que oS
comportamentos dos grupos foram diferentes as custas do tempo de contragdo (TPT), que foi

menor no grupo OB do que no C.
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Tabela 8. Influéncia da obesidade sobre as varidveis funcionais obtidas em

contragdes isométricas na condi¢cdo basal.

Grupos
Parametros C (n=10) OB (n=11)
TD (g/mm?) 57+18 53+1,5
TR (g/mm?) 0,8+0,2 0,8+0,2
TPT (ms) 162 + 13 142 + 8%
+dT/dt (g/mm?/s) 52+13 60 + 18
-dT/dt (g/mm?/s) 19+ 8 22 +4
TRso (ms) 186 + 33 163 +23
Resultado T? Hotelling p<0,01

Dados expressos em média + desvio padrdo. C: controle; OB: obeso; TD: tensdo desenvolvida;
TR: tensdo de repouso; TPT: tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade
mdxima de variagdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt: velocidade maxima de variagdo de
decréscimo da tensdo desenvolvida; TRs,: tempo para a tensdo desenvolvida decrescer 50% de seu
valor maximo. * p<0,05 vs C. Teste multivariado T> de Hotelling complementado com os
intervalos de 95% confianga simultaneos de Bonferroni.

A influéncia do 4cido ciclopiazdnico (CPA) sobre as varidveis funcionais, expressas
em porcentagem de variacdo (%), foi realizada com concentracdo de célcio de 0,625 mM e
estd apresentada na Tabela 9. A elevagao da concentragdo de acido ciclopiazdnico de 1 uM
para 30 uM acarretou redugdo progressiva e semelhante da TD, da +dT/dt e da -dT/dt em
ambos os grupos. A droga reduziu de forma similar a TR, TRsp e TPT no grupo controle e no
obeso. A andlise dos dados mostra que os grupos apresentaram comportamento semelhante
apos a adi¢do de CPA. Os registros da tensdo desenvolvida apds a adicdo de CPA em ambos

os grupos estdo apresentados na Figura 8.
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10 pM 30 uM

C
1uM 10 utM 30 uM
OB
Figura 8. Tensdo desenvolvida midxima obtida em contracdo isométrica em ratos controle (C) e obeso
(OB) apés a adicdo de 4cido ciclopiazdnico nas concentracdes de 1, 10 e 30 uM na solug@o nutriente.
Tabela 9. Influéncia do 4cido ciclopiazonico sobre os parametros funcionais miocardicos
TD TR +dT/dt -dT/dt TPT TRsy
(¢/mm’)  (gmm’)  (gmm’s) (g/mm’s)  (ms) (ms)
1M -4 + 8¢ -8 +55% -4 + 14 -0+ 6° 0+12%  4x128
C 10pyM -11=x11° 4+54%  -10+ 138 9+ 14" 1+9% 2x198
30pM  -26+12% 12 +64% 24 %150 24 +14%  2+10%  -8+19*
1upM  -5+4° -0 +25% 3+8¢ -0+5¢ 0+5% 48"
OB 10pM -15+7° 13 £25% 1349 A2+128 0 a1 x7t 4+t
30pM 29 +9* -15+30% 31 +6" 24413 ax7 S5x118

Valores relativos (%) expressos em mediana *+ semi-amplitude total. C: controle; OB: obeso; 1uyM, 10uM e 30uM:
concentragdes de acido ciclopiazonico; Basal: Ca®* com 0,625 mM; TD: tensdo desenvolvida; TR: tensdo de repouso;
TPT: tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida; +dT/dt: velocidade mdxima de variagdo da tensdo desenvolvida;
-dT/dt: velocidade maxima de variagdo de decréscimo da tensao desenvolvida; TRsy: tempo para a tensdo desenvolvida
decrescer 50% de seu valor mdximo. * representa diferenca significativa entre os grupos C e OB; A, B e C: letras
distintas mostram diferenca significativa da influéncia do d4cido ciclopiazdnico intra-grupo; ANOVA, Medidas
Repetidas; p<0,05.
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4. DISCUSSAO

Nas udltimas décadas, diversos pesquisadores t€m utilizado modelos experimentais de
obesidade para o estudo das possiveis alteracdes morfolégicas, moleculares, bioquimicas e
funcionais decorrentes do actimulo de peso corporal #?!1230EE) A Ghesidade
experimental pode ser realizada a partir de modelos genéticos ou dietéticos. Embora animais
geneticamente obesos t€m sido utilizados, apenas 5% da obesidade humana é conseqiiéncia de
alteracdo genética.(g(’) Desta forma, a indug¢do de obesidade experimental por dieta
hipercaldrica tem sido frequentemente utilizado com a finalidade de reproduzir as
caracteristicas e os habitos alimentares inadequados comumente observados em humanos
obesog, (49-51:53.55.64.84.85)
O modelo experimental de obesidade proposto neste trabalho foi realizado por meio de
cinco dietas hipercaldricas, peletizadas, provenientes do aumento da taxa de gordura. As
dietas apresentavam sabores diferentes e eram oferecidas de forma rotativa com o objetivo de
aumentar a ingestdo alimentar, e, conseqiientemente, o ganho de peso corporal dos animais. A
apresentacdo das dietas na forma de pellets possibilitou aferir precisamente o consumo
alimentar. A dieta padrdo apresentava conteudo caldrico de 3,3 kcal/g, enquanto que a
densidade energética das dietas hipercaldricas era aproximadamente de 4,5 kcal/g, ou seja,
representando um aumento de 35% na quantidade de calorias (Quadro 6). Os niveis de
proteinas e de micronutrientes da dieta hipercaldrica estavam de acordo com as necessidades
sugeridas para o crescimento e o desenvolvimento dos animais.

Neste experimento, a dieta hipercaldrica acarretou nos ratos obesos elevaciao no peso e
na quantidade de gordura corporal. O peso dos animais obesos aumentou 20,6% em relacao
ao dos controles. Alguns autores relatam que o peso corporal pode niao ser um bom indicativo
da quantidade de gordura e, desta forma utilizam a andlise da taxa de gordura na carcaca.®® A

avaliacdo da gordura na carcaga dos ratos obesos mostrou aumento de 112,5% em relacdo aos
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controles, indicando que o peso corporal pode, realmente, subestimar o grau de obesidade. A
elevagdo do peso corpdreo a custa do acimulo de gordura estd de acordo com outros trabalhos
e . ETRRT . (49,65,87-89) .
que verificaram que a dieta hiperlipidica promoveu obesidade. Os periodos de
inducdo a obesidade realizados na literatura variam entre 8 a 16 semanas de tratamento. "%
199 O dados deste experimento em relacdo a evolucdo do peso corporal estdo de acordo com
outros pesquisadores,® que mostraram diferenca no peso entre os grupos a partir da segunda
semana de tratamento. Entretanto, os resultados divergem de outros autores, que utilizando
dieta hiperlipidica por 12 semanas, verificaram diferenca significante entre o peso corporal
dos dois grupos a partir da 7 semana de tratamento.®> Embora os animais OB ingeriram
menor quantidade de alimentos, o maior ganho de peso corporal neste grupo foi devido ao
aumento do consumo de calorias e a melhor eficiéncia alimentar (Tabela 2). O aumento na
eficiéncia tem sido constatado em trabalhos com dieta rica em gordura.(49) Outros autores
sugerem que a quantidade de lipidios na dieta € o principal fator de acimulo de gordura nos
Lo (62,87,88) . Lo .
animais obesos. Estes pesquisadores mostraram que os animais desenvolviam

. . . ., (62,87,88)
obesidade, embora consumissem a mesma quantidade de calorias.
Os animais obesos utilizados no presente estudo apresentaram diversas caracteristicas

1.(3,65,66,90) Os

frequentemente observadas na obesidade humana e experimenta ratos

desenvolveram hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, hiperleptinemia e elevacio da pressao
arterial. O teste oral de tolerdncia a glicose mostrou que embora a glicemia basal fosse
semelhante nos dois grupos (p<0,07), os animais obesos apds uma sobrecarga de glicose,
apresentaram niveis glicémicos elevados em relacdo ao controle. Estes resultados sugerem
que os ratos obesos desenvolveram resisténcia a insulina, o que acarretou menor captacio de

glicose pelos tecidos. Em resposta a resisténcia a insulina ocorreu aumento dos niveis

circulantes de insulina produzidos pelo pancreas.
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Em nossos estudos foi possivel verificar aumento nas concentracdes plasmaticas de
leptina apds 15 semanas de obesidade. A leptina € produzida pelo tecido adiposo e age no
sistema nervoso aumentando a saciedade."”" O niveis de leptina se correlacionam com a
quantidade de gordura corporal, diminuindo a lipogé€nese e aumentando a lipélise.(gz)
Atualmente tem sido relatado que as dietas hiperlipidicas inibem a acdo da leptina, e como
conseqiiéncia elevam a ingestdo alimentar devido a uma falha no mecanismo da saciedade e
acarretam aumento da adiposidade.®**® Entretanto, no presente estudo, podemos sugerir que
o papel da leptina de controle da saciedade foi observado, pois os animais obesos ingeriram
menor quantidade de alimento.

Neste experimento, a obesidade aumentou a pressdo arterial sistdlica final nos animais
obesos. O comportamento da pressdo arterial dos animais do presente estudo estd em

(48,51)

concordancia com alguns autores e em divergéncia com outros, que observaram pressao

. . . 49,55 . L, . ~
arterial inalterada com a obesidade.*””> Os mecanismos responsdveis pela elevacdo da

a7

pressdo arterial, incluem a hiperatividade do sistema nervoso simpdtico, '~ aumento da

(46,50,51) a7

atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e estresse oxidativo,
0s quais acarretam vasoconstri¢cdo periférica e aumento da reabsor¢do de sodio renal. A
ativacdo do sistema nervoso simpdtico estd relacionada com aumento dos niveis de leptina,

. . L . . 1
insulina e 4cidos graxos livres."”

O presente estudo mostrou que a obesidade ndo acarretou hipertrofia cardiaca nos
animais obesos. O periodo de indugcdo a obesidade em nossos experimentos promoveu
aumento no peso dos ventriculos esquerdo e direito no grupo obeso. Contudo, quando os
pesos dos ventriculos foram normalizados para o peso corporal ndo houve diferenca entre os
grupos C e OB, devido ao aumento do peso corporal dos ratos obeso. A normalizacao do peso
ventricular para o peso corporal dos animais tem sido muito utilizada na literatura para a

7z

avaliacdo da hipertrofia cardiaca. Entretanto, o uso deste indice é controverso quando se
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comparam animais com pesos corporais diferentes. A andlise morfométrica do tecido cardiaco
nao mostrou diferencga significativa entre os dois grupos, e estd de acordo com pesquisas que

~ . , ., . 46.49
ndio verificaram aumento da area do midcito.***”

O presente estudo teve como objetivo principal investigar os efeitos da obesidade
sobre a funcdo mecanica do miocardio de ratos e a sua relagdo com o cdlcio intracelular. A
utilizacdo do musculo papilar permite avaliar a fun¢do miocardica intrinseca e detectar
alteracdes mecanicas precoces nao observadas quando se aborda o coragdo in situ. Além
disso, esta preparacdo possibilita o controle preciso da pds-carga e da pré-carga, o que € dificil
de ser obtido no coracdo in vivo, como também a andlise da contratilidade miocéardica
independentemente de variagdes de carga e de freqiiéncia cardiaca. Este ensaio ¢é
extremamente utilizado para avaliacio das respostas da contracio e do relaxamento a acao de
manobras inotrépicas. Por outro lado, as informagdes obtidas neste tipo de prepara¢do podem
ndo refletir a funcdo cardiaca in vivo, pois ndo sofre a influéncia de alteracdes metabdlicas e
hormonais existentes, por exemplo, na obesidade.

A andlise da func@o do musculo papilar no experimento Diltiazem mostrou, pelo teste T
de Hotelling, que em condig¢des basais os grupos OB e C apresentaram desempenho funcional
semelhante. Entretanto, a rigidez miocardica foi maior nos animais obesos em relacdo ao
controle. A avaliacio dos parimetros mecédnicos no experimento Acido Ciclopiazénico
constatou, pelo teste T> de Hotelling, diferenca entre os grupos na situacdo basal, em razdo do
tempo de contragdo ser menor no grupo obeso do que no controle. A rigidez miocérdica nao
foi avaliada neste experimento. Ndo encontramos explicagdo para o comportamento diferente
dos musculos papilares na situacdo basal nos dois experimentos, desde que a metodologia
utilizada foi a mesma.

Os estudos que avaliaram a funcdo mecanica no miocardio de ratos obesos induzidos

por dieta hipercalérica apresentam resultados inconsistentes.****>** Carroll et al®”
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constataram no coragdo isolado de coelhos obesos por 12 semanas, que os valores da +dP/dt e

(48,51)

a -dP/dt foram semelhantes entre os grupos, ou seja, a obesidade ndo alterou a funcao

(52)

cardiaca. Este resultado estd em concordancia com autores, ' que em midcito isolados de

ratos obesos por 14 semanas, constataram funcdo preservada, e em divergéncia com Ouwens

(53)

et al””’ que em ratos obesos por 7 semanas verificaram aumento da forca contrétil basal no

musculo papilar. Relling et al®”

observaram depressao da funcdo mecanica, contratil e
relaxamento, em midcitos isolados de ratos obesos por 12 semanas.

Atualmente diversas pesquisas tém utilizado intervencdes farmacoldgicas com a
finalidade de identificar alteracdes nas fases de contracdo e relaxamento que podem,
eventualmente, ndo serem observadas em condicdes basais. Além disso, as mesmas auxiliam
no entendimento dos possiveis mecanismos responsaveis pelas alteracdes no desempenho
funcional do miocérdio.

Neste estudo, avaliamos o cdlcio intracelular miocardico por meio de bloqueadores
especificos dos canais L. do sarcolema e da bomba de célcio do reticulo sarcoplasmatico. Estas
intervengdes farmacoldgicas possibilitam verificar a participacdo dos canais L e a atividade da
SERCA?2 na contracdo e no relaxamento miocérdico.®” A funcdo do canal L do sarcolema
nos midcitos cardiacos € mediar o influxo de célcio extracelular na membrana plasmaética.
Com a abertura dos canais L de cdlcio, o influxo de Ca** promove aumento da concentragdo
de Ca®* livre no citosol. Este aumento de Ca** é decorrente da liberacio de grande quantidade
de Ca** do RS que ocorre por meio de um mecanismo conhecido como liberagdo de Ca**
induzida por Ca**®” Diversos autores tém utilizado em pesquisas experimentais diferentes
tipos de bloqueadores dos canais de cdlcio, entre eles, nifedipina, verapamil e
diltiazem."*"**Y O diltiazem inibe o influxo de cdlcio no misculo cardiaco por meio de
bloqueio competitivo com o cdlcio que entra pelos canais lentos voltagem-dependentes. As

concentracoes de diltiazem utilizada e o tempo de acdo da droga no musculo papilar estao de
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acordo com trabalhos prévios.””>>*? As porcentagens de queda da tensdo desenvolvida (TD)
mostraram que as doses utilizadas de diltiazem promoveram bloqueio eficiente do canal L. O
bloqueio do canal L acarretou somente diferenca de comportamento da TR entre os dois
grupos, que variou menos no grupo OB do que no C. Este resultado sugere que a menor
variacdo da TR pode estar relacionada com o maior residuo de cdlcio citosdlico e/ou maior
afinidade do cdlcio pela troponina-C no grupo OB. Esses fendmenos poderiam também ser
responsdveis pela maior rigidez miocédrdica observada no rato OB (Figura 7).

O reticulo sarcoplasmaético (RS), maior sitio de actiimulo e liberagdo de cdlcio durante
o ciclo cardiaco, tem importante papel na regulacdo do ciclo de contracdo e relaxamento do
coracdo. A atividade da SERCA?2, responsavel pela recaptura de Ca*? do citosol pelo RS, €
dependente da concentragdo de cdlcio citoplasmatico, da quantidade de cdlcio no reticulo
sarcoplasmatico e da fosfolambam.®” Pesquisas experimentais tém utilizado diferentes drogas
bloqueadoras da atividade da SERCA2 no coragdo, entre elas, a tapsigargina e o acido
ciclopiazénico.(74'78’96’97) O 4cido ciclopiazoénico (CPA) tem sido descrito como um inibidor
especifico da atividade da SERCA2+78:9697) produzindo respostas inotropicas negativas,
como diminuic¢ao da for¢a contrétil e prolongamento do tempo e velocidade do relaxamento.
A maioria das concentragdes de CPA utilizada em musculo papilar de coelhos ou ratos
relatadas na literatura variam de 1 e 30 uM, podendo atingir 100 uM.7*"**%1%) portanto, as
doses empregadas no experimento estdo de acordo com os padrdes da literatura. O tempo de
exposi¢do do musculo a droga na solucdo nutriente varia de 1 a 30 min. "+ N presente
estudo, o tempo de 10 minutos, pode ter sido insuficiente para provocar um bloqueio mais
eficaz da SERCA?2. Segundo Baudet et al"® a inibi¢do da recaptura do calcio pelo CPA €
incompleta, mesmo em altas concentracdes e longos tempos de exposi¢do. A inibicdo da
SERCAZ2 em altas concentra¢des pode acarretar mudangas no efluxo de célcio em favor do

trocador Na*/Ca*?. Os resultados deste experimento mostraram que o bloqueio da SERCA2
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acarretou resposta semelhante nos dois grupos, sugerindo que a atividade da SERCA2 néo foi
alterada nos ratos obesos. Como o SERCA?2 ¢ responsdvel pela recaptura de 92% do célcio
citosélico em ratos,”” o provavel aumento do residuo diastdlico de cdlcio observado no
experimento diltiazem ndo teria relacdo com depressao da atividade da SERCA2.

O resultado da fun¢do no miocédrdio dos animais OB diverge da nossa hipotese de
trabalho, pois a obesidade nao acarretou depressao da fun¢do mecanica e diminui¢do do fluxo
de célcio pelos canais L e da atividade da SERCA2. A fun¢do mecanica preservada ou
melhorada observada neste experimento pode estar relacionada ao tempo de exposicdo a
obesidade. Desde que trabalhos mostram que as alteracdes decorrentes do excesso de gordura

. . . . 26,32-34
se correlacionam com a duracio e intensidade deste actimulo, %>

os resultados do tempo
de exposicao a obesidade nos ratos foi suficiente apenas para promover alteracdes corporais,
enddcrinas e pressdo arterial. Trabalhos futuros, com aumento do tempo de exposi¢do do

coragdo a obesidade, poderdo comprovar a nossa hipdtese inicial que o aumento de gordura

podera acarretar depressao da fun¢do miocérdica.
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5. CONCLUSAO

A exposicdo a obesidade por um periodo de 15 semanas aumenta a rigidez
miocdrdica no experimento Diltiazem, diminui o tempo de contragdo no experimento Acido
Ciclopiazonico e ndo promove alteragdes dos canais L do sarcolema e da atividade da bomba

de célcio do reticulo sarcoplasmatico.
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