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RESUMO

A obesidade é uma doença metabólica crônica caracterizada pelo acúmulo excessivo de

tecido adiposo em relação à massa magra tecidual. O número de indivíduos com sobrepeso

vem crescendo mundialmente representando atualmente mais de um bilhão de pessoas, sendo

que, mais de 30% desta população é obesa. No Brasil, a previsão é que 35% da população

adulta brasileira se tornará obesa em 2025. Pesquisas clínicas indicam que a obesidade está

associada com o aumento do risco de morbidade, mortalidade e redução na expectativa de

vida, podendo acarretar diversas co-morbidades, como doenças cardiovasculares. Estudos

mostram que a obesidade promove alterações hemodinâmicas, morfológicas e funcionais

cardíacas, que se correlacionam com a duração e intensidade da obesidade. Modelos

experimentais relacionando função cardíaca, obesidade e dieta hipercalórica por um período

de 10 a 16 semanas, apresentam resultados inconsistentes. Enquanto alguns autores relataram

comportamento preservado, outros observaram aumento ou diminuição do desempenho

cardíaco. Em razão de poucos estudos avaliarem a relação entre função cardíaca e o trânsito

intracelular de cálcio em animais obesos por dieta hipercalórica, o objetivo deste estudo foi

avaliar a função cardíaca de ratos obesos submetidos a um ciclo de dietas hipercalóricas.

Ratos Wistar machos, com 30 dias, foram randomizados em dois grupos: controle (C; n=28)

e obeso (OB; n=25). O grupo C recebeu ração Labina (3,3 Kcal/g) e o OB um ciclo de cinco

dietas hipercalóricas (� 4,5 kcal/g) durante 15 semanas. Foram analisados peso corporal final

(PCF), percentual de gordura na carcaça (PG), pressão arterial sistólica final (PA), área

seccional (AS) do músculo papilar, peso dos ventrículos esquerdo (VE) e direito (VD) e as

relações VE/PCF e VD/PCF. O perfil glicêmico foi investigado pelo teste oral de tolerância

à glicose (TOTG) e os níveis plasmáticos de insulina e leptina avaliados por ELISA. A

análise da função do músculo papilar foi realizada em contração isométrica e a participação

dos canais L do sarcolema e da bomba de cálcio do retículo sarcoplasmático (SERCA2) por
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meio de intervenções farmacológicas com diltiazem (10-5, 10-4 e 3x10-4 M) e ácido

ciclopiazônico (1, 3 e 30 µM). Antes das manobras, a rigidez passiva elástica miocárdica foi

determinada pela relação entre a variação do comprimento do músculo e a tensão de repouso.

Os parâmetros avaliados foram: tensão máxima desenvolvida (TD), tensão de repouso (TR),

tempos de contração (TPT) e relaxamento (TR50), velocidades de variação (+dT/dt) e

decréscimo da tensão desenvolvida (-dT/dt). As características gerais, nutricionais,

hormonais e a pressão arterial sistólica final foram expressas em média ± desvio padrão e

submetidos ao teste “t” de Student. A comparação do desempenho funcional miocárdico na

condição basal foi realizada pelo teste multivariado T2 de Hotelling e complementado com os

intervalos de 95% de confiança simultâneos de Hotelling. A comparação das curvas da

rigidez miocárdica foi realizada pelo teste do coeficiente angular e da constante de regressão

linear. As ações do diltiazem e do ácido ciclopiazônico foram expressas em variações

percentuais (∆) e submetidas à análise de variância não paramétrica para o modelo de

medidas repetidas. O nível de significância 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. Não houve diferença na AS e glicemia de jejum

entre os grupos. Os níveis de glicemia após administração de glicose, as concentrações de

leptina e insulina foram elevados no grupo OB em relação aos animais C. A análise da

função do músculo papilar no experimento Diltiazem mostrou, pelo teste T2 de Hotelling, que

em condições basais os grupos OB e C apresentaram desempenho funcional semelhante.

Entretanto, a rigidez miocárdica foi maior nos animais obesos em relação ao controle. A

avaliação dos parâmetros mecânicos no experimento Ácido Ciclopiazônico constatou, pelo

teste T2 de Hotelling, diferença entre os grupos na situação basal, em razão do tempo de

contração ser menor no grupo obeso do que no controle. O comportamento mecânico do
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miocárdio após bloqueio dos canais L acarretou menor variação da TR no grupo OB no

experimento Diltiazem. O bloqueio da SERCA2 promoveu modificações funcionais

semelhantes nos grupos C e OB. Em conclusão, a obesidade por um período de 15 semanas

aumenta a rigidez miocárdica no experimento Diltiazem, diminui o tempo de contração no

experimento Ácido Ciclopiazônico e não promove alterações dos canais L do sarcolema e da

atividade da bomba de cálcio do retículo sarcoplasmático.

Palavras-chave: obesidade, dieta hipercalórica, coração, músculo 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 Ca2+ ATPase

(SERCA2) through pharmalogical interventions with diltiazem (10-5 M, 10-4 M and 3x10-4 M)

and ciclopiazonic acid (1 µM, 3 µM and 30 µM). 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/mm2), time to peak tension (TPT, ms), maximum

rate of tension development (+dT/dt, g/mm2/s), maximum rate of tension decline (-dT/dt,

g/mm2/s) and time from peak tension to 50% relaxation (RT50, 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 T2 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 T2 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 T2 de
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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 SERCA2 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 SERCA2.

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

A obesidade é uma doença metabólica crônica caracterizada pelo acúmulo excessivo

de tecido adiposo em relação à massa magra tecidual. É considerada uma epidemia global e

um importante problema de saúde pública, que afeta tanto países desenvolvidos quanto

subdesenvolvidos.(1-3) O número de indivíduos com sobrepeso vem crescendo mundialmente

representando atualmente mais de um bilhão de pessoas, sendo que, mais de 30% desta

população é obesa.(4) Segundo a Pesquisa de Orçamentos Familiares do Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatística(5) aproximadamente 40 milhões de pessoas no Brasil apresentam

sobrepeso e, deste grupo, 10,5 milhões são obesos. A previsão é que 35% da população adulta

brasileira será obesa em 2025, refletindo-se no aumento de custos e cuidados para a saúde

pública.

Os mecanismos fisiopatológicos que levam à obesidade podem ser desencadeados pela

interação de diversos fatores, entre eles, genéticos, psicológicos e ambientais, bem como o

sedentarismo e os hábitos alimentares. O aumento do consumo de energia, a diminuição do

gasto energético ou a combinação de ambos têm levado a um balanço calórico positivo com

conseqüente aumento do peso corporal.(6)

A obesidade está associada com o aumento do risco de mortalidade, redução na

expectativa de vida(7-11) e numerosas co-morbidades como diabetes mellitus tipo 2,

dislipidemias, resistência à insulina, doenças cardiovasculares, respiratórias, digestivas,

osteoarticulares, renais, psicológicas, ginecológicas, obstétrica e estados pró-trombóticos e

inflamatórios.(4,12,13) As doenças cardiovasculares associadas à obesidade são hipertensão

arterial, doença arterial coronariana, insuficiência cardíaca e fibrilação atrial.(12,13)

O tecido adiposo não é simplesmente um reservatório de energia, mas um ativo órgão

endócrino, parácrino e autócrino com múltiplas funções, capaz de sintetizar e liberar uma

1
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importante variedade de mediadores que participam de diversos processos metabólicos e

cardíacos.(14-16) Atualmente, sabe-se que o adipócito recebe influência de diversas substâncias,

como insulina, cortisol, catecolaminas, glucagon, hormônios tireoidianos, e secreta inúmeros

peptídeos que podem atuar diretamente ou indiretamente na remodelação cardiovascular,

como leptina, adiponectina, renina, angiotensinogênio, angiotensina I e II e receptores,

enzima de conversão da angiotensina (ECA), resistina, fator de necrose tumoral α (TNF-α),

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

leptina e da insulina está associado com ativação do sistema nervoso simpático.(17)

Estudos em seres humanos mostram que a obesidade, na presença(18-26) ou ausência de

co-morbidades(3,27-35) como hipertensão arterial, intolerância à glicose e dislipidemia, promove

alterações hemodinâmicas, morfológicas e funcionais cardíacas. Estas anormalidades

cardíacas se relacionam com a duração e intensidade da obesidade.(26,32-34) A elevação da

demanda metabólica induzida pelo excesso de peso corporal acarreta variações

hemodinâmicas, como aumento da freqüência cardíaca, do volume total sangüíneo, do retorno

venoso, do débito cardíaco e modificações da reatividade vascular.(18-20,26,27,29-31,33,34) A

elevação da pré-carga, resultante do aumento do volume plasmático promove mudanças na

morfologia como remodelação ventricular excêntrica.(18-20,26,27,29-31,33,34) Entretanto, Peterson

et al(18) verificaram que a obesidade em mulheres jovens e saudáveis está associada com uma

remodelação concêntrica do ventrículo esquerdo. A avaliação da função ventricular realizada

por ecocardiograma mostra que indivíduos obesos geralmente apresentam disfunção diastólica

do ventrículo esquerdo.(3,18,19,21,27-29,31,35) Todavia, Otto et al(25) encontraram função diastólica

preservada, verificando alteração no desempenho diastólico somente no ventrículo direito. Os

estudos que a avaliaram a performance sistólica na obesidade mostram resultados

inconsistentes. Enquanto alguns autores encontraram o desempenho preservado,(3,20,22,25,28,31)

outros constataram aumento(27,29) ou diminuição da função sistólica.(18,32,33,34)
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Pesquisas experimentais desenvolvidas em animais geneticamente obesos para avaliar

o desempenho ventricular mostram, geralmente, disfunção diastólica e sistólica do ventrículo

esquerdo.(36-42) Assim, autores utilizando camundongos deficientes de leptina Lep/Lep (ob/ob)

(36-39) ou ratos Zucker(40-42) verificaram em estudos in vivo,(36,37) coração,(40,42) músculo

papilar(41) e miócitos isolados,(38,39,41) que a obesidade deprime a função cardíaca. Entretanto,

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

respectivamente, em coração(43) e miócitos isolados,(44) função contrátil normal em situação

basal e resposta funcional atenuada após reperfusão isquêmica(43) e estimulação β-

adrenérgica.(44)

Embora diversos trabalhos utilizem modelos genéticos para analisar a influência da

obesidade sobre a função cardiovascular, estes animais por não serem dependentes de fatores

dietéticos, podem não apresentar algumas anormalidades exibidas em humanos obesos, como

hiperinsulinemia, hiperglicemia e hipertensão arterial.(45-47) Desta forma, a obesidade induzida

pelo consumo de dieta hipercalórica se torna uma ferramenta importante para o estudo das

possíveis alterações cardíacas resultantes do excesso de tecido adiposo. As pesquisas

experimentais relacionando função cardíaca e obesidade induzida por dieta hipercalórica

apresentam resultados inconsistentes. Assim, autores utilizando coelhos(48) ou ratos(49-52)

submetidos à dieta hipercalórica de 8 a 14 semanas constataram in vivo,(49,50) coração(48,51) e

miócito isolados,(52) que a obesidade não altera a função cardíaca. Entretanto, Ouwens et al (53)

verificaram no músculo papilar de ratos que a dieta hipercalórica por 7 semanas acarretou

aumento da força contrátil basal e diminuição da resposta mecânica com elevação da

freqüência cardíaca. Além disso, outros autores constataram em coração de coelhos(54) e

miócitos de ratos,(55) que a obesidade por dieta hipercalórica durante um período de 12

semanas promoveu disfunção cardíaca basal(54,55) e menor responsividade ao isoproterenol.(54)
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Os mecanismos responsáveis pela depressão da função cardíaca no modelo de

obesidade por dieta hipercalórica, como nos animais geneticamente obesos, não estão

estabelecidos. Alguns autores sugerem que acúmulo de colágeno intersticial

miocárdico,(43,48,56) lipotoxicidade,(37,42,53) apoptose,(50) alteração na via �-adrenérgica(44,54) e no

trânsito de cálcio intracelular(39,41,44,55) podem ser responsáveis pela disfunção cardíaca nos

dois modelos de obesidade.

O trânsito de cálcio (Ca2+) intracelular é um dos principais mecanismos reguladores da

contratilidade e relaxamento cardíaco.(57) A contração cardíaca inicia-se com a abertura dos

canais lentos de Ca2+ do sarcolema (canais L) com conseqüente entrada de Ca2+ extracelular.

O influxo de cálcio interage com os receptores de rianodina do retículo sarcoplasmático (RS)

que permitem a saída do íon do RS. O aumento do Ca2+ citosólico possibilita a ligação desse

íon com troponina C (TnC) e a interação actina-miosina. A intensidade da contração depende

da quantidade e da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca2+. Quando a concentração

intracelular de Ca2+ começa a diminuir, principalmente pela recaptura de cálcio da bomba de

Ca2+ do RS (SERCA2), inicia-se o relaxamento. Outras proteínas, como o trocador Na+/Ca2+ e

a bomba de Ca2+ do sarcolema atuam como reguladores do fluxo de Ca2+ do miocárdio.

Portanto, o ciclo do trânsito de Ca2+ intracelular é modulado pela atividade de diferentes

canais, principalmente pelos canais L que regulam a contração e a SERCA2 o relaxamento

miocárdico.(57)

Poucos estudos na literatura avaliaram a relação entre trânsito de cálcio intracelular,

função mecânica e obesidade. Alguns autores utilizando modelos de obesidade genética com

ratas Zucker (fa/fa)(41) e camundongos deficientes de leptina Lep/Lep (ob/ob),(38) mostraram

no músculo papilar(41) e miócitos(38) que a obesidade promoveu disfunção contrátil,

manifestada por redução do pico de encurtamento, prolongamento dos tempos de contração e

relaxamento. Segundo Ren et al,(41) estas alterações são decorrentes de anormalidades no
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trânsito de cálcio intracelular e/ou sistema �-adrenérgico. A diminuição da resposta ao

aumento de cálcio extracelular ocorreria por uma redução da sensibilidade dos miofilamentos

ao cálcio. Por outro lado, Relling et al,(55) avaliando o miócito isolado de ratos Sprague-

Dawley, obesos por dieta hipercalórica, verificaram depressão funcional em situação basal,

como prejuízo no encurtamento, redução na velocidade máxima de contração e relaxamento,

prolongamento da duração da contração e do relaxamento. Estes autores sugerem que a

diminuição da resposta mecânica à elevação do cálcio extracelular poderia ser conseqüente de

redução da captação de cálcio no retículo sarcoplasmático do miocárdio.(55)

Em razão de poucos trabalhos terem avaliado desempenho cardíaco e trânsito de

cálcio intracelular no modelo de obesidade induzida por dieta hipercalórica, o objetivo deste

estudo foi investigar a relação entre a função mecânica e o trânsito intracelular de cálcio no

músculo papilar de ratos submetidos à obesidade. A hipótese desta pesquisa é que a obesidade

acarreta depressão do desempenho cardíaco decorrente da redução do fluxo de cálcio pelos

canais L do sarcolema e diminuição da atividade da bomba de cálcio do retículo

sarcoplasmático (SERCA2) do miocárdio.
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2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Animais e protocolo experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação

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 “Júlio de Mesquita Filho”

de Botucatu. Os ratos foram randomizados em dois grupos: controle (C) e obeso (OB). Os

animais C receberam ração comercial Labina (Purina, Paulínia, SP, Brasil) e os OB ciclos de

cinco dietas hipercalóricas que se sucediam de forma rotativa, semanalmente, por um período

de 15 semanas. A ingestão alimentar dos animais foi controlada diariamente e o consumo de

água mensurado semanalmente. Os animais foram pesados semanalmente, utilizando-se uma

balança digital Mettler® modelo Spider 2.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de polipropileno forradas com

maravalha de Pinus esterilizada, à temperatura ambiente de 24 °C e submetidos a ciclos de

iluminação de 12 horas.

O estudo foi realizado em dois experimentos, denominados Diltiazem (C, n=20; OB,

n=20) e Ácido Ciclopiazônico (C, n=15; OB, n=15). A realização da pesquisa em dois

momentos distintos ocorreu devido à impossibilidade de utilizar as duas drogas em um

mesmo ensaio.

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

Na experimentação biológica, em especial nos estudos com animais, mesmo quando

mantidas as condições laboratoriais, não está assegurada uma resposta homogênea nos grupos
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experimentais. Animais que recebem o mesmo tratamento podem mostrar variabilidade de

resposta. Neste sentido, ratos submetidos às dietas padrão e hipercalórica podem apresentar,

em maior ou menor escala, características comuns de respostas. Por essa razão, torna-se

necessário estabelecer critérios que possibilitem a separação dos animais. No presente estudo,

a exclusão dos animais nos grupos controle e obeso foi realizada após as 15 semanas de

tratamento, por meio de dois critérios:

1- ingestão alimentar semanal (IAS): estabeleceu-se um intervalo de 95% de

confiança (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 período igual

ou superior a 12 semanas. O mesmo procedimento de exclusão ocorreu para os animais do

grupo obeso; entretanto, nesse grupo foram excluídos os ratos com IAS abaixo do limite

inferior do IC do respectivo grupo;

2- peso corporal final: para os animais não excluídos 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 separação (PS) entre os grupos, o ponto médio entre o limite

superior do controle e o limite inferior do obeso, sendo excluídos 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. Composição das dietas padrão e hipercalórica

As dietas experimentais seguiram as especificações do guia “Nutrient requirements of

the laboratory rat” para ratos de laboratório.(58) A dieta padrão utilizada foi a Purina Labina

(Paulínia, SP, Brasil) e as dietas hipercalóricas, 1, 2, 4, e 5, padronizadas neste laboratório,

foram constituídas de uma mistura de pó de ração comercial Labina, alimentos

industrializados, suplementos de proteínas, vitaminas e minerais.(59) A mistura foi
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homogeneizada com água, transformada em pellets, seca em estufa ventilada Fanem® à

temperatura de 55 ± 5 ºC e, posteriormente, armazenada em freezer (Metalfrio, Double

Action, Brasil) à -20 ºC. A dieta 3 era composta pela dieta padrão e pela água oferecida aos

animais, acrescida de sacarose na concentração de 300 gramas por litro. Os ingredientes

utilizados no preparo das dietas estão apresentados nos Quadros 1 a 5.

O estudo bromatológico realizado para a análise da composição nutricional das dietas,

padrão e hipercalórica, foi realizado no Laboratório de Melhoramento e Nutrição Animal da

Faculdade de Ciências Agronômicas da Unesp – Botucatu, e está apresentado no Quadro 6.(60)

Quadro 1-Ingredientes utilizados no preparo da dieta 1

Ingredientes Peso (g)

Pó Labina (Purina®/ SP) 355

Amendoim torrado 176

Caseína 123

Óleo de milho 82

Achocolatado 88

Bolacha Maisena 176

Total 1000

Para cada kg de ração foram acrescentados: ferro, 19,4 mg; potássio,
138,4 mg; selênio, 73,1 µg; sulfato de molibdênio, 150,0 µg; vitamina
A, 769,21 µg de equivalente de retinol (RE); vitamina B6, 6 mg;
vitamina B12, 34,6 µg; vitamina D, 61,53 µg de equivalente de
calciferol; vitamina E, 73,3 mg de �-tocoferol e biotina, 120 µg.
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Quadro 2-Ingredientes utilizados no preparo da dieta 2

Ingredientes Peso (g)

Pó Labina (Purina®/ SP) 439

Amendoim torrado 218

Caseína 129

Óleo de milho 61

Batata frita 153

Total 1000

Para cada kg de ração foram acrescentados: ferro, 26,7 mg; selênio, 62,7
µg; sulfato de molibdênio, 150,0 µg; vitamina A, 704,14 µg de RE;
vitamina B6, 6 mg; vitamina B12, 32,5 µg; vitamina D, 56,33 µg de
equivalente de calciferol; vitamina E, 67,2 mg de �-tocoferol e biotina,
110 µg.

Quadro 3-Ingredientes utilizados no preparo da dieta 3

Ingredientes Quantidade

Ração Labina (Purina®/ SP) Ad libitum

Água + açúcar 300 g sacarose/ litro água

Quadro 4-Ingredientes utilizados no preparo da dieta 4

Ingredientes Peso (g)

Pó Labina (Purina®/ SP) 371

Amendoim torrado 185

Caseína 99

Óleo de milho 68

Macarrão instantâneo 185

Queijo ralado 92

Total 1000

Para cada kg de ração foram acrescentados: ferro, 24,1 mg; potássio,
35,6 mg; selênio, 70,8 µg; sulfato de molibdênio, 150,0 µg; vitamina
A, 750,45 µg de RE; vitamina B6, 6 mg; vitamina B12, 34,2 µg;
vitamina D, 60,4 µg de equivalente de calciferol; vitamina E, 71,9 mg
de �-tocoferol e biotina, 120 µg.
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Quadro 5-Ingredientes utilizados no preparo da dieta 5

Ingredientes Peso (g)

Pó Labina (Purina®/ SP) 359

Amendoim torrado 179

Caseína 105

Óleo de milho 80

Leite condensado 161

Bolacha Wafer 116

Total 1000

Para cada kg de ração foram acrescentados: ferro, 25,2 mg; potássio,
104,8 mg; selênio, 73,1 µg; sulfato de molibdênio, 150,0 µg; vitamina
A, 764,56 µg de RE; vitamina B6, 6 mg; vitamina B12, 34,5 µg;
vitamina D, 61,17 µg de equivalente de calciferol; vitamina E, 72,8 mg
de �-tocoferol e biotina, 120 µg.

Quadro 6-Composição nutricional das dietas padrão e hipercalórica

Dietas

Componentes Padrão Dieta 1 Dieta 2 Dieta 4 Dieta 5

Proteína (%) 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

Calorias (Kcal/g) 3,33 4,36 4,72 4,40 4,65

OBS: A dieta 3 não está apresentada no quadro por ser constituída de dieta padrão
Labina (Purina, Paulínia, SP) e água acrescida de sacarose na concentração de
300 g/litro (1,2 kcal/ml de água).
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2.3. Eficiência alimentar e ingestão calórica

Com a finalidade de analisar a capacidade do animal em converter a energia alimentar

consumida em peso corporal foi calculada a eficiência alimentar (EA), dividindo-se o ganho

total de peso dos animais (g) pela energia total ingerida (Kcal).(55,61) A ingestão calórica foi

calculada pela seguinte fórmula: ingestão alimentar semanal multiplicada pelo valor calórico

de cada dieta (g x kcal).(62)

2.4. Pressão arterial sistólica final

Após 15 semanas de protocolo experimental, os animais foram submetidos à aferição

da pressão arterial sistólica caudal. Os ratos foram previamente aquecidos à temperatura de 40

ºC por 5 minutos, em uma caixa de madeira (50x40 cm) forrada com maravalha de Pinus

autoclavada, com a finalidade de produzir vasodilatação da artéria caudal.

A pressão arterial sistólica foi medida por pletismografia, utilizando-se

eletroesfigmomanômetro, 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 à pressão arterial

sistólica, e, em seguida desinsuflado até que as pulsações arteriais fossem registradas em

polígrafo Gould, modelo RS 3200.(63)

2.5. Teste oral de tolerância à glicose

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

glicêmico,(62,64) foi realizado o teste oral de tolerância à glicose ao final do protocolo

experimental. As coletas sangüíneas foram realizadas na artéria caudal, após os animais serem

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

condição basal, em seguida, foi administrada gavagem com solução de glicose a 20% (Glicose



12

Monohidratada, Merck, São Paulo, Brasil) equivalente a 3 g/kg.(61,62) Amostras de sangue

foram então coletadas na cauda dos animais nos momentos 0, 60, 120, 180 e 240 minutos. O

aparelho utilizado na mensuração dos níveis glicêmicos foi o glicosímetro ACCU-CHEK GO

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

2.6. Análises hormonais

Para caracterizar o modelo de obesidade foram realizadas as dosagens dos hormônios

leptina e insulina. Ao término do tratamento, os animais foram colocados em jejum por 12 a

15 horas, anestesiados com pentobarbital sódico, 50 mg/kg, intraperitoneal, e sacrificados por

decapitação. O sangue foi coletado em tubos com heparina, em seguida, centrifugado a 3000 x

g por 15 minutos a 4 ˚C e armazenado à -80ºC. As concentrações plasmáticas de leptina e

insulina foram determinadas pelo método ELISA com auxílio de leitor de micro-placa

(Spectra MAX 190, Molecular Devics, USA), utilizando-se kits específicos (Linco Research

Inc, St. Louis, MO, USA).(50,65)

2.7. Análise da gordura corporal

Com a finalidade de quantificar a gordura corporal na carcaça dos animais foi

realizada a análise da gordura corporal. Foram utilizados 11 animais de cada grupo do

experimento Diltiazem. Após os animais serem anestesiados (pentobarbital sódico, 50 mg/kg,

intraperitonial), decapitados e toracotomizados, descartou-se as vísceras restando apenas a

carcaça. Esta foi armazenada e seca a uma temperatura de 100 ± 5 ºC durante 72 horas em

estufa ventilada Fanem®. Após a secagem, a carcaça foi embrulhada em papel filtro e a

gordura extraída em aparelho Extrator de Soxhlet (Corning Incorporated, USA). A

porcentagem de gordura na carcaça foi determinada pela fórmula PP–PSSG/PPr x 100%, onde
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PP= peso pós-secagem, PSSG= peso seco após extração da gordura e PPr= peso pré-

secagem.(66)

2.8. Estudo morfológico

As variáveis morfológicas para caracterizar os animais foram: peso corporal inicial

(PCI), peso corporal final (PCF), peso do ventrículo esquerdo (VE), relação entre o peso do

VE e o peso corporal final (VE/PCF), peso do ventrículo direito (VD), relação entre o peso do

VD e o peso corporal final (VD/PCF) e área seccional do músculo papilar (AS).

2.9. Análise morfométrica do miocárdio

Com a finalidade de verificar o tamanho do miócito foi realizada a análise

morfométrica do músculo cardíaco. As preparações histológicas foram realizadas no

Laboratório Experimental do Departamento de Clínica Médica da Faculdade de Medicina de

Botucatu, UNESP. Após os animais serem anestesiados (pentobarbital sódico, 50 mg/kg,

intraperitonial), decapitados e toracotomizados, o coração foi rapidamente removido; uma

amostra do ventrículo esquerdo foi retirada por meio de um corte transversal a 6 mm do ápice

e colocada em solução de formol a 10% por 24 h.(67) A seguir, o tecido miocárdico foi lavado

em água corrente por 24 h, transferido para solução de etanol 70% e incluso em bloco de

parafina. Os cortes histológicos de 4 µm de espessura foram corados em lâmina com solução

de hematoxilina-eosina (HE).

Os cortes histológicos foram projetados em aumento de 40 vezes com o auxílio de

microscópio, LEICA DM LS, acoplado a câmera de vídeo, que envia imagens digitais a um

computador dotado de programa de análise de imagens (Image Pro-plus, Media Cybernetics,

Silver Spring, Maryland, USA). Para cálculo das áreas seccionais dos miócitos foram

mensuradas 50 a 70 células por ventrículo. Os miócitos analisados, localizados na camada
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subendocárdica da parede muscular, deveriam estar seccionados transversalmente e apresentar

forma arredondada com núcleo visível no centro da célula.(67) As áreas seccionais transversas

dos miócitos (AST; µm2), utilizadas como indicador de remodelação ventricular, foram

obtidas em 7 animais de cada grupo do experimento Diltiazem.

2.10. Estudo funcional

O desempenho mecânico dos músculos papilares foi avaliado de acordo com a técnica

utilizada rotineiramente em nosso laboratório.(68-70) Ao término do período experimental, os

animais foram anestesiados e submetidos à toracotomia mediana. Os corações foram

rapidamente removidos e colocados em solução de Krebs-Henseleit(71) com a seguinte

composição em mM: 118,5 NaCl; 4,69 KCl; 1,25 CaCl2; 1,16 MgSO4; 1,18 KH2PO4; 5,50

glicose e 24,88 NaCO3, mantidos à temperatura de 28 °C, previamente oxigenada durante 10

minutos com 95% de oxigênio (O2) e 5% de dióxido de carbono (CO2). Após permanecerem

aproximadamente 1 minuto na solução, os corações foram retirados e o ventrículo direito

dissecado com a finalidade de expor o septo interventricular. Este foi dividido ao meio a fim

de permitir a exposição adequada dos dois músculos papilares, anterior e posterior, do

ventrículo esquerdo. Estes foram cuidadosamente dissecados, mantendo-se nas suas

extremidades segmentos da parede ventricular. Esses segmentos tinham como finalidade

evitar a lesão das extremidades dos músculos, quando os mesmos fossem presos a anéis de

aço inoxidável com diâmetro interno de 3,8 a 4,2 mm. O músculo papilar utilizado, após ter

suas extremidades presas aos anéis, foi rapidamente transferido para câmara de vidro

contendo solução de Krebs-Henseleit,(71) continuamente oxigenada com 95% de O2 e 5% de

CO2 e mantida à temperatura de 28 °C, graças ao uso de banho circulante (PAPST, K-5058,

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

um fio de aço inoxidável, 0,38 mm de diâmetro, conectado a um transdutor de força (Kyowa
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120T 20B). O fio de aço atravessava uma fenda, preenchida por mercúrio, existente no

assoalho da câmara de vidro. A porção superior tendinosa do músculo foi conectada a um fio

de aço, semelhante ao anterior, que estava ligado à extremidade do braço longo de uma

alavanca isotônica. Sobre esta extremidade existia um micrômetro (The L.S. Starrett. Co.

Athol.Mass.USA. nº463) que, controlando a extensão dos movimentos da alavanca, permitia

ajustar o comprimento de repouso do músculo. Na extremidade do braço curto da alavanca foi

suspenso, por fio de aço, um peso de 2,5 a 5,0 g, denominado pré-carga, que tinha por

finalidade promover o estiramento inicial do músculo papilar. A alavanca era de magnésio,

alumínio, rígida e leve, sendo a razão entre os braços longo e curto de 4:1. O esquema do

sistema utilizado é mostrado na Figura 1.

Figura 1. Representação esquemática do sistema de registro miográfico

Os músculos papilares foram estimulados 12 vezes por minuto por meio de eletrodos

de platina tipo agulha (E8 – Grass), posicionados paralelamente ao eixo longitudinal dos

músculos. Os eletrodos foram acoplados a estimulador elétrico que emitia estímulos em onda

quadrada de 5 mili-segundos. A voltagem de estímulo, 12 a 15 volts, correspondia a 10%
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acima do valor mínimo necessário para provocar a resposta mecânica máxima do músculo. O

pH da solução Krebs-Henseleit variou de 7,38 a 7,42 e a pressão parcial de oxigênio da

solução foi mantida entre 550 a 600 mmHg.

Após período de 60 minutos, nos quais os músculos contraíam contra a pré-carga sem

desenvolverem força - contração isotônica - foi colocada carga adicional de 50 g, pós-carga,

na extremidade do braço curto da alavanca. A carga total, pré-carga mais a pós-carga, impedia

os músculos de encurtarem, passando os mesmos a desenvolverem somente força, contração

isométrica. O excessivo estiramento muscular que poderia ser causado pela adição da pós-

carga foi evitado pelo micrômetro que impedia a movimentação da alavanca. Após a

estabilização do músculo em contração isométrica, este foi progressivamente estirado, por

meio do micrômetro, até a força desenvolvida atingir o seu valor máximo. O comprimento de

estiramento da fibra muscular associado com a força ou tensão máxima desenvolvida, em

contração isométrica, denomina-se Lmáx. Após atingir Lmáx, o músculo foi novamente

colocado em contração isotônica durante 5 minutos. A seguir, o músculo papilar foi

recolocado em contração isométrica, para determinação final de Lmáx. O registro das curvas

de tensão foi iniciado após verificar-se que o músculo permanecia estável em contração

isométrica durante 15 minutos. Os seguintes parâmetros foram analisados: tensão

desenvolvida (TD, g/mm2), tensão de repouso (TR, g/mm2), tempo para atingir o pico da

tensão desenvolvida (TPT, ms), velocidade de variação da tensão desenvolvida (+dT/dt,

g/mm2/s), velocidade de variação de decréscimo da tensão desenvolvida (-dT/dt, g/mm2/s)

tempo para a tensão desenvolvida decrescer 50% de seu valor máximo (TR50, ms). A Figura 2

é uma ilustração representativa das curvas de contração isométricas obtidas durante os

experimentos.
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Figura 2. Representação da curva de contração isométrica obtida durante os experimentos.

2.10.1. Intervenções farmacológicas

O estudo funcional foi realizado em dois experimentos, Diltiazem e Ácido

Ciclopiazônico. No experimento Diltiazem, os músculos foram avaliados na condição basal e

após bloqueio específico do canal L sarcolemal por meio de adição de diltiazem (Diltiazem

Hydrochoride, Sigma®-Aldrich, St Louis, MO, USA) na solução nutriente Krebs-Henseleit

nas doses 10-5M, 10-4M, 3x10-4M.(72,73) No experimento Ácido Ciclopiazônico, os músculos

papilares foram analisados na condição basal e após bloqueio específico da bomba de cálcio

do retículo sarcoplasmático (SERCA2) por meio de adição de ácido ciclopiazônico

(Penicillium cyclopium, Sigma®-Aldrich, St Louis, MO, USA) na solução nutriente nas doses

1µM, 10 µM, 30 µM.(74-78)

Os registros das contrações isométricas no experimento 1 foram realizados em

condição basal e 20 minutos após adição de cada dose de diltiazem na solução nutriente com

concentração de cálcio de 1,25 mM; no experimento 2, as contrações foram registradas em

condição basal e após 10 minutos da adição de cada dose de ácido ciclopiazônico com

concentração de cálcio de 0,625 mM. Antes das manobras, foi determinada a relação entre

tensão de repouso e comprimento diastólico do músculo. Com essa finalidade, a tensão de

TENSÃO (g)

TR50

TPT

TD

+ dT/dt

TR -dT/dt
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repouso foi analisada em comprimentos musculares correspondentes a 90%, 92%, 94%, 96%,

98% e 100% de Lmáx. A curva do comportamento da TR em relação a variações no

comprimento do músculo foi realizada pelo modelo de regressão exponencial, por meio da

seguinte equação: log(TR) = -51,1118 + 25,5425.log(Lmáx) para o grupo controle e log(TR)

= -58,1992 + 29,1455.(logLmáx) no grupo obeso.

Os parâmetros usados para caracterizar os músculos papilares, individualmente, foram:

comprimento (mm), peso do músculo (mg) e área seccional (mm2). O comprimento in vitro,

(Lmáx) foi medido com auxílio de um catetômetro Gartner (Gartner Scientific Corporation,

Chicago, USA). A porção do músculo entre os anéis de aço foi cortada, submetida à secagem

com papel filtro e pesada. A área seccional foi calculada dividindo-se o peso do músculo pelo

seu comprimento em Lmáx, considerando-se que o músculo papilar tem forma cilíndrica,

uniforme e peso específico aproximadamente unitário.

Os músculos papilares dissecados inadequadamente ou que apresentaram

comportamento funcional fora do padrão de normalidade foram excluídos do estudo.

Considerou-se como comportamento mecânico inadequado, os valores obtidos em contração

isométrica que apresentavam afastamento superior a dois desvios padrão da média, ou seja,

valor cujo escore em valor absoluto era superior a 1,96.(79) Foram utilizados músculos

papilares que apresentavam área seccional entre 0,5 e 1,5 mm2.

2.10.2. Calibração dos traçados

As curvas de contração isométrica foram registradas em um polígrafo (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 calibração para o cálculo da tensão desenvolvida

máxima foi realizado acoplando-se diretamente os dois fios de aço que sustentavam a

extremidade superior e a inferior dos músculos papilares, e colocando-se um peso de 10
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gramas no braço curto da alavanca. A deflexão registrada correspondia, em razão da diferença

entre os comprimentos dos braços da alavanca de 4 para 1, a uma tensão de 2,5 g.

Relacionando-se a altura da deflexão em milímetros com o valor da tensão, obtinha-se o fator

de calibração necessário para o cálculo dos valores da TD e da TR. Os valores do TPT e TR50

foram obtidos considerando-se que cada milímetro do papel correspondia ao tempo de 10 ms.

Conhecendo-se a velocidade de transporte do papel e o fator de calibração da tensão

desenvolvida foi possível determinar os valores da +dT/dt e -dT/dt. Os valores da TD, TR,

+dT/dt e da -dT/dt foram divididos pela área seccional do músculo papilar. Este processo de

normalização permitiu comparar o desempenho de músculos de diferentes tamanhos.

2.11. Análise estatística

A análise das variáveis dos animais relativas às características gerais e nutricionais,

visando o agrupamento dos grupos controles e dos grupos obesos utilizados nos experimentos

Diltiazem e Ácido Ciclopiazônico, foi realizada pela técnica de razão de variâncias dos grupos

objetivando a homogeneidade da variação residual.(80)

As características gerais, nutricionais e hormonais foram expressas em média ± desvio

padrão e submetidos ao teste “t” de Student para amostras independentes. A comparação dos

perfis evolutivos do peso corporal e do perfil glicêmico entre os grupos foi realizada pela

técnica de análise de variância para o modelo de medidas repetidas em grupos independentes

e complementada com o teste de comparações múltiplas de Bonferroni.(81)

A comparação do desempenho funcional miocárdico na condição basal entre os

grupos, expressos em média ± desvio padrão, foi realizado pelo teste multivariado T2 de

Hotelling complementado com os intervalos de 95% confiança simultâneos de Hotelling.(82)

A comparação entre as curvas de regressão foi realizada pelo teste do coeficiente angular e

da constante de regressão linear.(83)
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As ações do diltiazem e do ácido ciclopiazônico sobre a função mecânica do músculo

papilar foram expressas em variações percentuais (∆). O cálculo das variações percentuais foi

realizado pela seguinte fórmula: ∆(%) = (M1-M2)/ M1x100, onde M1 é o valor na condição

basal e M2 é o valor em resposta a variação da concentração de diltiazem ou ácido

ciclopiazônico. A comparação das variações das concentrações do diltiazem e ácido

ciclopiazônico foi realizada pela técnica da análise de variância não paramétrica para o

modelo de medidas repetidas em grupos independentes, sendo as medidas descritivas

expressas em mediana e semi-amplitude total.(80) O nível de significância considerado para

todas as variáveis foi de 5%.(80)
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3. RESULTADOS

3.1. Composição dos grupos

A partir dos critérios estabelecidos para a composição 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 Ácido Ciclopiazônico doze animais do

grupo controle (C, n=12) e doze no grupo obeso (OB, n=12). As variáveis relativas às

características nutricionais, peso corporal, pressão arterial sistólica final e perfil glicêmico dos

grupos de animais, controle e obeso, constituintes dos experimentos Diltiazem e Ácido

Ciclopiazônico foram agrupadas conforme descrito na Análise Estatística.

3.2. Características gerais

A Tabela 1 mostra os dados referentes às características gerais dos animais utilizados

nos dois experimentos após o agrupamento. O peso corporal final, o percentual de gordura e a

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

Tabela 1. Características gerais dos grupos experimentais.

Grupos

Parâmetros 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 padrão. C: controle; OB: obeso; PCI: peso corporal inicial;
PCF: peso corporal final; # porcentagem de gordura da carcaça de 11 animais de cada grupo do
experimento diltiazem; PA: pressão arterial sistólica final. *p<0,0001 vs C. ** p<0,001 vs C. Teste
“t” de Student para amostras independentes.
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A Figura 3 mostra a evolução semanal do peso corporal dos animais durante o

experimento, que foi diferente entre o grupo controle e obeso a partir da 2ª semana de

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

A Tabela 2 mostra a ingestão alimentar, consumo de água, ingestão calórica e a

eficiência alimentar dos ratos. Não houve diferença no consumo de água entre os animais.

Durante todo o período experimental, os animais obesos ingeriram menor quantidade de ração

que os C, porém a ingestão calórica e a eficiência alimentar foram maiores nos animais OB do

que no C.

*

*
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*

*

* * *
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Tabela 2. Características nutricionais dos ratos.

Grupos

Variáveis C (n=28) OB (n=25)

IA (g/dia) 21,9 ± 1,5 17,0 ± 1,8*

CA (ml/dia) 40,3 ± 3,9 42,4 ± 4,6

IC (g x Kcal/dia) 72,4 ± 4,9 85,6 ± 9,6*

EA (g/kcal) 0,044 ± 0,003 0,050 ± 0,005*

Dados expressos em média ± desvio padrão; C: controle; OB: obeso; IA: ingestão alimentar; CA:
consumo de água; IC: ingestão calórica; EA: eficiência alimentar. * p<0,001 vs C. Teste “t” de
Student para amostras independentes.

A Figura 4 mostra o resultado do teste oral de tolerância à glicose realizada ao final do

experimento após os animais permanecerem em jejum de 12-15 horas. Os valores glicêmicos

basais foram similares nos dois grupos. Após a gavagem, os níveis de glicemia foram mais

elevados no OB do que C nos momentos 60, 120, 180 e 240 minutos.
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Figura 4-Perfil glicêmico dos animais controle (C, n= 28) e obeso (OB, n= 25) submetidos
ao teste oral de tolerância a glicose. Os dados estão expressos em média e desvio padrão.
Análise de medidas repetidas em dois grupos independentes.* p<0,05 vs C.
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Na Tabela 3 estão apresentadas os níveis plasmáticos de leptina e de insulina, que

foram mais elevados nos animais obesos do que nos controle.

Tabela 3. Concentrações plasmáticas dos hormônios leptina e insulina.

Grupos

Hormônios 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 padrão; C: controle; OB: obeso; Concentrações de leptina e
insulina realizadas em animais do experimento diltiazem. * p<0,001 vs C. Teste “t” de Student
para amostras independentes.

3.3. Experimento Diltiazem

3.3.1. Estudo morfológico

A Tabela 4 mostra as características morfológicas do coração dos animais utilizados

no experimento diltiazem. Embora os animais OB apresentassem pesos do ventrículo

esquerdo e direito maiores do que os C, as relações VE/PCF e VD/PCF não foram diferentes

entre os grupos. A área seccional transversa dos miócitos, área seccional e o comprimento dos

músculos papilares em Lmáx foram semelhantes nos dois grupos.
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Tabela 4. Características morfológicas do coração.

Grupos

Variáveis 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 (µm2) # 180 ± 13 188 ± 13

Lmáx (mm) 8,92 ± 1,02 8,86 ± 1,18

MP (mg) 7,70 ± 1,22 8,80 ± 1,97

AS (mm2) 0,86 ± 0,12 0,99 ± 0,19

Valores expressos em média ± desvio padrão. C: controle; OB: obeso; VE:
ventrículo esquerdo; VD: ventrículo direito; VE/PCF: relação ventrículo esquerdo
pelo peso corporal final; VD/PCF: relação ventrículo direito pelo peso corporal final;
# AST: área seccional transversa dos miócitos de 7 animais do experimento
diltiazem; Lmáx: comprimento do músculo associado à tensão máxima desenvolvida;
MP: peso do músculo papilar; AS: área seccional do músculo papilar. Teste “t” de
Student. * p<0,05 vs C.

A Figura 5 é uma ilustração representativa das áreas seccionais transversas dos

miócitos dos animais controle e obeso, respectivamente.

Figura 5- Análise histológica das áreas seccionais transversas dos miócitos dos animais controle e obeso
no experimento Diltiazem. HE 200 X.

Controle Obeso
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3.3.2-Estudo funcional

A Tabela 5 mostra os dados funcionais do músculo papilar obtidos em condições

basais com concentração de cálcio de 1,25 mM. Os resultados indicam que a obesidade não

acarretou alteração mecânica, desde que as variáveis analisadas apresentaram comportamento

semelhante nos dois grupos.

Tabela 5. Influência da obesidade sobre as variáveis funcionais obtidas em

contrações isométricas na condição basal.

Grupos

Parâmetros C (n=11) OB (n=11)

TD (g/mm2) 4,1 ± 0,7 4,3 ± 0,9

TR (g/mm2) 1,3 ± 0,3 1,6 ± 0,5

TPT (ms) 160 ± 11 171 ± 17

+dT/dt (g/mm2/s) 43 ± 7 43 ± 10

-dT/dt (g/mm2/s) 17 ± 4 17 ± 5

TR50 (ms) 159 ± 10 170 ± 30

Resultado T2 Hotelling p>0,05

Dados expressos em média ± desvio padrão. C: controle; OB: obeso; TD: tensão desenvolvida;
TR: tensão de repouso; TPT: tempo para atingir o pico da tensão desenvolvida; +dT/dt: velocidade
máxima de variação da tensão desenvolvida; -dT/dt: velocidade máxima de variação de
decréscimo da tensão desenvolvida; TR50: tempo para a tensão desenvolvida decrescer 50% de seu
valor máximo. Teste multivariado T2 de Hotelling.

A influência do diltiazem sobre as variáveis funcionais, expressas em porcentagem de

variação (%), foi realizada com concentração de cálcio de 1,25 mM e está apresentada na

Tabela 6. A elevação na concentração de diltiazem de 10-5 para 3x10-4 M acarretou redução

crescente e similar da TD, da +dT/dt e da -dT/dt em ambos os grupos. A droga provocou

diminuição semelhante da TR50 no grupo controle e no obeso. A TR decresceu com o aumento

da concentração da droga no grupo controle; no obeso, a TR sofreu uma redução maior e
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similar nas doses de 10-4M e 3x10-4M do que na concentração de 10-5M. A variação da TR

foi menor no OB do que no grupo controle. O TPT sofreu redução semelhante nas três doses

de diltiazem no grupo controle; no obeso, a redução foi diferente nas doses de 10-5M e 10-4M.

Os registros da tensão desenvolvida após adição do diltiazem em ambos os grupos estão

apresentados na figura 6.

Figura 6. Tensão desenvolvida máxima obtida em contração isométrica nos ratos controle (C) e

obeso (OB) após a adição de diltiazem nas concentrações de 10-5, 10-4 e 3x10-4 M na solução

nutriente.

Tabela 6. Influência do diltiazem sobre os parâmetros funcionais miocárdicos
TD

(g/mm2)
TR

(g/mm2)
+dT/dt

(g/mm2/s)
-dT/dt

(g/mm2/s)
TPT
(ms)

TR50

(ms)

10-5 -16 ± 7C -14 ± 11C -15 ± 24C -11 ± 11C -4 ± 11A -10 ± 8A

10-4 -57 ± 9B -21 ± 10B -53 ± 13B -52 ± 10B -2 ± 8A -17 ± 12AC

3x10-4 -82 ± 13A -24 ± 10A -80 ± 8A -74 ± 1A -2 ± 16A -13 ± 18A

10-5 -20 ± 12C -8 ± 22*B -15 ± 23C -11 ± 13C -9 ± 8B -12 ± 11A

10-4 -60 ± 11B -11 ± 10*A -53 ± 10B -53 ± 10B -11 ± 10A -11 ± 20AOB

3x10-4 -81 ± 12A -12 ± 15*A -77 ± 14A -78 ± 12A -9 ± 17AB -15 ± 23A

Valores relativos (%) expressos em mediana ± semi-amplitude total. C: controle; OB: obeso; 10-5, 10-4 e 3x10-4 M:
concentrações de diltiazem; Basal: Ca2+ com 1,25 mM; TD: tensão desenvolvida; TR: tensão de repouso; TPT: tempo
para atingir o pico da tensão desenvolvida; +dT/dt: velocidade máxima de variação da tensão desenvolvida; -dT/dt:
velocidade máxima de variação de decréscimo da tensão desenvolvida; TR50: tempo para a tensão desenvolvida
decrescer 50% de seu valor máximo. * representa diferença significativa entre os grupos C e OB; A, B e C: letras
distintas mostram diferença significativa da influência do diltiazem intra grupo; ANOVA, Medidas Repetidas; p<0,05.

1100--55 MM 1100--44 MM 33 xx 1100--44 MM

1100--55 MM 1100--44 MM 33 xx 1100--44 MM

CC

OOBB
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3.3.3. Rigidez passiva elástica miocárdica

O comportamento da TR obtidas em contração isométrica a partir de diferentes

percentuais de comprimento do músculo, de 90% a 100% de Lmáx, está apresentado na figura

7. A curva da rigidez mostra que o comportamento da TR foi diferente entre os dois grupos e

à medida que o músculo era estirado, ocorria elevação da TR. A partir deste resultado

podemos afirmar que a rigidez do miocárdio foi mais elevada nos ratos obesos do que nos

controles.
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Figura 7. Comportamento da tensão de repouso em função da variação do comprimento do músculo.

3.4. Experimento Ácido Ciclopiazônico

3.4.1. Estudo morfológico

A Tabela 7 mostra as características morfológicas do coração dos animais utilizados

no experimento Ácido Ciclopiazônico. Embora os animais OB apresentassem pesos do

ventrículo esquerdo e direito maiores do que os C, as relações VE/PCF e VD/PCF não foram
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diferentes entre os grupos. A área seccional e o comprimento dos músculos papilares em

Lmáx foram semelhantes nos dois grupos.

Tabela 7. Características morfológicas do coração.

Grupos

Parâmetros 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

Lmáx (mm) 8,72 ± 1,08 8,84 ± 0,69

MP (mg) 7,63 ± 2,20 8,19 ± 1,78

AS (mm2) 0,88 ± 0,28 0,93 ± 0,20

Valores expressos em média ± desvio padrão. C: controle; OB: obeso; VE:
ventrículo esquerdo; VD: ventrículo direito; VE/PCF: relação ventrículo esquerdo
pelo peso corporal final; VD/PCF: relação ventrículo direito pelo peso corporal final;
Lmáx: comprimento do músculo associado à tensão máxima desenvolvida; MP: peso
do músculo papilar; AS: área seccional do músculo papilar. Teste “t” de Student. *
p<0,05 vs C.

3.4.2. Estudo funcional

A Tabela 8 mostra os dados funcionais do músculo papilar obtidos em condições

basais com concentração de cálcio de 1,25 mM. A análise estatística mostrou que os

comportamentos dos grupos foram diferentes às custas do tempo de contração (TPT), que foi

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

contrações isométricas na condição basal.

Grupos

Parâmetros C (n=10) OB (n=11)

TD (g/mm2) 5,7 ± 1,8 5,3 ± 1,5

TR (g/mm2) 0,8 ± 0,2 0,8 ± 0,2

TPT (ms) 162 ± 13 142 ± 8*

+dT/dt (g/mm2/s) 52 ± 13 60 ± 18

-dT/dt (g/mm2/s) 19 ± 8 22 ± 4

TR50 (ms) 186 ± 33 163 ± 23

Resultado T2 Hotelling p<0,01

Dados expressos em média ± desvio padrão. C: controle; OB: obeso; TD: tensão desenvolvida;
TR: tensão de repouso; TPT: tempo para atingir o pico da tensão desenvolvida; +dT/dt: velocidade
máxima de variação da tensão desenvolvida; -dT/dt: velocidade máxima de variação de
decréscimo da tensão desenvolvida; TR50: tempo para a tensão desenvolvida decrescer 50% de seu
valor máximo. * p<0,05 vs C. Teste multivariado T2 de Hotelling complementado com os
intervalos de 95% confiança simultâneos de Bonferroni.

A influência do ácido ciclopiazônico (CPA) sobre as variáveis funcionais, expressas

em porcentagem de variação (%), foi realizada com concentração de cálcio de 0,625 mM e

está apresentada na Tabela 9. A elevação da concentração de ácido ciclopiazônico de 1 µM

para 30 µM acarretou redução progressiva e semelhante da TD, da +dT/dt e da -dT/dt em

ambos os grupos. A droga reduziu de forma similar a TR, TR50 e TPT no grupo controle e no

obeso. A análise dos dados mostra que os grupos apresentaram comportamento semelhante

após a adição de CPA. Os registros da tensão desenvolvida após a adição de CPA em ambos

os grupos estão apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Tensão desenvolvida máxima obtida em contração isométrica em ratos controle (C) e obeso

(OB) após a adição de ácido ciclopiazônico nas concentrações de 1, 10 e 30 µM na solução nutriente.

Tabela 9. Influência do ácido ciclopiazônico sobre os parâmetros funcionais miocárdicos
TD

(g/mm2)
TR

(g/mm2)
+dT/dt

(g/mm2/s)
-dT/dt

(g/mm2/s)
TPT
(ms)

TR50

(ms)

1 µM -4 ± 8C -8 ± 55A -4 ± 14C -0 ± 6C -0 ± 12A -4 ± 12A

10 µM -11 ± 11B -4 ± 54A -10 ± 13B -9 ± 14B -1 ± 9A -2 ± 19AC

30 µM -26 ± 12A -12 ± 64A -24 ± 15A -24 ± 14A -2 ± 10A -8 ± 19A

1 µM -5 ± 4C -0 ± 25A -3 ± 8C -0 ± 5C -0 ± 5A -4 ± 8A

10 µM -15 ± 7B -13 ± 25A -13 ± 9B -12 ± 12B -1 ± 7A -4 ± 11AOB

30 µM -29 ± 9A -15 ± 30A -31 ± 6A -24 ± 13A -1 ± 7A -5 ± 11A

Valores relativos (%) expressos em mediana ± semi-amplitude total. C: controle; OB: obeso; 1µM, 10µM e 30µM:
concentrações de ácido ciclopiazônico; Basal: Ca2+ com 0,625 mM; TD: tensão desenvolvida; TR: tensão de repouso;
TPT: tempo para atingir o pico da tensão desenvolvida; +dT/dt: velocidade máxima de variação da tensão desenvolvida;
-dT/dt: velocidade máxima de variação de decréscimo da tensão desenvolvida; TR50: tempo para a tensão desenvolvida
decrescer 50% de seu valor máximo. * representa diferença significativa entre os grupos C e OB; A, B e C: letras
distintas mostram diferença significativa da influência do ácido ciclopiazônico intra-grupo; ANOVA, Medidas
Repetidas; p<0,05.

11 µµMM 1100 µµMM 3300 µµMM

CC

OOBB

11 µµMM 1100 µµMM 3300 µµMM
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4. DISCUSSÃO

Nas últimas décadas, diversos pesquisadores têm utilizado modelos experimentais de

obesidade para o estudo das possíveis alterações morfológicas, moleculares, bioquímicas e

funcionais decorrentes do acúmulo de peso corporal.(49-51,53,55,64,84,85) A obesidade

experimental pode ser realizada a partir de modelos genéticos ou dietéticos. Embora animais

geneticamente obesos têm sido utilizados, apenas 5% da obesidade humana é conseqüência de

alteração genética.(86) Desta forma, a indução de obesidade experimental por dieta

hipercalórica tem sido frequentemente utilizado com a finalidade de reproduzir as

características e os hábitos alimentares inadequados comumente observados em humanos

obesos.(49-51,53,55,64,84,85)

O modelo experimental de obesidade proposto neste trabalho foi realizado por meio de

cinco dietas hipercalóricas, 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 ingestão alimentar, e, conseqüentemente, o ganho de peso corporal dos animais. A

apresentação das dietas na forma de pellets possibilitou aferir precisamente o consumo

alimentar. A dieta padrão apresentava conteúdo calórico de 3,3 kcal/g, enquanto que a

densidade energética das dietas hipercalóricas era aproximadamente de 4,5 kcal/g, ou seja,

representando um aumento de 35% na quantidade de calorias (Quadro 6). Os níveis de

proteínas e de micronutrientes da dieta hipercalórica estavam de acordo com as necessidades

sugeridas para o crescimento e o desenvolvimento dos animais.

Neste experimento, a dieta hipercalórica acarretou nos ratos obesos elevação no peso e

na quantidade de gordura corporal. O peso dos animais obesos aumentou 20,6% em relação

ao dos controles. Alguns autores relatam que o peso corporal pode não ser um bom indicativo

da quantidade de gordura e, desta forma utilizam a análise da taxa de gordura na carcaça.(66) A

avaliação da gordura na carcaça dos ratos obesos mostrou aumento de 112,5% em relação aos
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controles, indicando que o peso corporal pode, realmente, subestimar o grau de obesidade. A

elevação do peso corpóreo à custa do acúmulo de gordura está de acordo com outros trabalhos

que verificaram que a dieta hiperlipídica promoveu obesidade.(49,65,87-89) Os períodos de

indução à obesidade realizados na literatura variam entre 8 a 16 semanas de tratamento.(51,68,

91-93) Os dados deste experimento em relação à evolução do peso corporal estão de acordo com

outros pesquisadores,(65) que mostraram diferença no peso entre os grupos a partir da segunda

semana de tratamento. Entretanto, os resultados divergem de outros autores, que utilizando

dieta hiperlipídica por 12 semanas, verificaram diferença significante entre o peso corporal

dos dois grupos a partir da 7 semana de tratamento.(55) 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 eficiência alimentar (Tabela 2). O aumento na

eficiência tem sido constatado em trabalhos com dieta rica em gordura.(49) Outros autores

sugerem que a quantidade de lipídios na dieta é o principal fator de acúmulo de gordura nos

animais obesos.(62,87,88) Estes pesquisadores mostraram que os animais desenvolviam

obesidade, embora consumissem a mesma quantidade de calorias.(62,87,88)

Os animais obesos utilizados no presente estudo apresentaram diversas características

frequentemente observadas na obesidade humana e experimental.(3,65,66,90) Os ratos

desenvolveram hiperinsulinemia, resistência à insulina, hiperleptinemia e elevação da pressão

arterial. O teste oral de tolerância à glicose mostrou que embora a glicemia basal fosse

semelhante nos dois grupos (p<0,07), os animais obesos após uma sobrecarga de glicose,

apresentaram níveis glicêmicos elevados em relação ao controle. Estes resultados sugerem

que os ratos obesos desenvolveram resistência à insulina, o que acarretou menor captação de

glicose pelos tecidos. Em resposta a resistência à insulina ocorreu aumento dos níveis

circulantes de insulina produzidos pelo pâncreas.
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Em nossos estudos foi possível verificar aumento nas concentrações plasmáticas de

leptina após 15 semanas de obesidade. A leptina é produzida pelo tecido adiposo e age no

sistema nervoso aumentando a saciedade.(17,91) O níveis de leptina se correlacionam com a

quantidade de gordura corporal, diminuindo a lipogênese e aumentando a lipólise.(92)

Atualmente tem sido relatado que as dietas hiperlipídicas inibem a ação da leptina, e como

conseqüência elevam a ingestão alimentar devido a uma falha no mecanismo da saciedade e

acarretam aumento da adiposidade.(92,93) 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 pressão arterial sistólica final nos animais

obesos. O comportamento da pressão arterial dos animais do presente estudo está em

concordância com alguns autores(48,51) e em divergência com outros, que observaram pressão

arterial inalterada com a obesidade.(49,55) Os mecanismos responsáveis pela elevação da

pressão arterial, incluem a hiperatividade do sistema nervoso simpático,(17) aumento da

atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)(46,50,51) e estresse oxidativo,(17)

os quais acarretam vasoconstrição periférica e aumento da reabsorção de sódio renal. A

ativação do sistema nervoso simpático está relacionada com aumento dos níveis de leptina,

insulina e ácidos graxos livres.(17)

O presente estudo mostrou que a obesidade não acarretou hipertrofia cardíaca nos

animais obesos. O período de indução à obesidade em nossos experimentos promoveu

aumento no peso dos ventrículos esquerdo e direito no grupo obeso. Contudo, quando os

pesos dos ventrículos foram normalizados para o peso corporal não houve diferença entre os

grupos C e OB, devido ao aumento do peso corporal dos ratos obeso. A normalização do peso

ventricular para o peso corporal dos animais tem sido muito utilizada na literatura para a

avaliação da hipertrofia cardíaca. Entretanto, o uso deste índice é controverso quando se
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comparam animais com pesos corporais diferentes. A análise morfométrica do tecido cardíaco

não mostrou diferença significativa entre os dois grupos, e está de acordo com pesquisas que

não verificaram aumento da área do miócito.(46,49)

O presente estudo teve como objetivo principal investigar os efeitos da obesidade

sobre a função mecânica do miocárdio de ratos e a sua relação com o cálcio intracelular. A

utilização do músculo papilar permite avaliar a função miocárdica intrínseca e detectar

alterações mecânicas precoces não observadas quando se aborda o coração in situ. Além

disso, esta preparação possibilita o controle preciso da pós-carga e da pré-carga, o que é difícil

de ser obtido no coração in vivo, como também a análise da contratilidade miocárdica

independentemente de variações de carga e de freqüência cardíaca. Este ensaio é

extremamente utilizado para avaliação das respostas da contração e do relaxamento à ação de

manobras inotrópicas. Por outro lado, as informações obtidas neste tipo de preparação podem

não refletir a função cardíaca in vivo, pois não sofre a influência de alterações metabólicas e

hormonais existentes, por exemplo, na obesidade.

A análise da função do músculo papilar no experimento Diltiazem mostrou, pelo teste T2

de Hotelling, que em condições basais os grupos OB e C apresentaram desempenho funcional

semelhante. Entretanto, a rigidez miocárdica foi maior nos animais obesos em relação ao

controle. A avaliação dos parâmetros mecânicos no experimento Ácido Ciclopiazônico

constatou, pelo teste T2 de Hotelling, diferença entre os grupos na situação basal, em razão do

tempo de contração ser menor no grupo obeso do que no controle. A rigidez miocárdica não

foi avaliada neste experimento. Não encontramos explicação para o comportamento diferente

dos músculos papilares na situação basal nos dois experimentos, desde que a metodologia

utilizada foi a mesma.

Os estudos que avaliaram a função mecânica no miocárdio de ratos obesos induzidos

por dieta hipercalórica apresentam resultados inconsistentes.(48,50-53,55) Carroll et al(50)
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constataram no coração isolado de coelhos obesos por 12 semanas, que os valores da +dP/dt e

a -dP/dt foram semelhantes entre os grupos,(48,51) ou seja, a obesidade não alterou a função

cardíaca. Este resultado está em concordância com autores,(52) que em miócito isolados de

ratos obesos por 14 semanas, constataram função preservada, e em divergência com Ouwens

et al(53) que em ratos obesos por 7 semanas verificaram aumento da força contrátil basal no

músculo papilar. Relling et al(55) observaram depressão da função mecânica, contrátil e

relaxamento, em miócitos isolados de ratos obesos por 12 semanas.

Atualmente diversas pesquisas têm utilizado intervenções farmacológicas com a

finalidade de identificar alterações nas fases de contração e relaxamento que podem,

eventualmente, não serem observadas em condições basais. Além disso, as mesmas auxiliam

no entendimento dos possíveis mecanismos responsáveis pelas alterações no desempenho

funcional do miocárdio.

Neste estudo, avaliamos o cálcio intracelular miocárdico por meio de bloqueadores

específicos dos canais L do sarcolema e da bomba de cálcio do retículo sarcoplasmático. Estas

intervenções farmacológicas possibilitam verificar a participação dos canais L e a atividade da

SERCA2 na contração e no relaxamento miocárdico.(57) A função do canal L do sarcolema

nos miócitos cardíacos é mediar o influxo de cálcio extracelular na membrana plasmática.

Com a abertura dos canais L de cálcio, o influxo de Ca2+ promove aumento da concentração

de Ca2+ livre no citosol. Este aumento de Ca2+ é decorrente da liberação de grande quantidade

de Ca2+ do RS que ocorre por meio de um mecanismo conhecido como liberação de Ca2+

induzida por Ca2+(57) Diversos autores têm utilizado em pesquisas experimentais diferentes

tipos de bloqueadores dos canais de cálcio, entre eles, nifedipina, verapamil e

diltiazem.(72,73,94) O diltiazem inibe o influxo de cálcio no músculo cardíaco por meio de

bloqueio competitivo com o cálcio que entra pelos canais lentos voltagem-dependentes. As

concentrações de diltiazem utilizada e o tempo de ação da droga no músculo papilar estão de
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acordo com trabalhos prévios.(72,73,94) As porcentagens de queda da tensão desenvolvida (TD)

mostraram que as doses utilizadas de diltiazem promoveram bloqueio eficiente do canal L. O

bloqueio do canal L acarretou somente diferença de comportamento da TR entre os dois

grupos, que variou menos no grupo OB do que no C. Este resultado sugere que a menor

variação da TR pode estar relacionada com o maior resíduo de cálcio citosólico e/ou maior

afinidade do cálcio pela troponina-C no grupo OB. Esses fenômenos poderiam também ser

responsáveis pela maior rigidez miocárdica observada no rato OB (Figura 7).

O retículo sarcoplasmático (RS), maior sítio de acúmulo e liberação de cálcio durante

o ciclo cardíaco, tem importante papel na regulação do ciclo de contração e relaxamento do

coração. A atividade da SERCA2, responsável pela recaptura de Ca+2 do citosol pelo RS, é

dependente da concentração de cálcio citoplasmático, da quantidade de cálcio no retículo

sarcoplasmático e da fosfolambam.(95) Pesquisas experimentais têm utilizado diferentes drogas

bloqueadoras da atividade da SERCA2 no coração, entre elas, a tapsigargina e o ácido

ciclopiazônico.(74-78,96,97) O ácido ciclopiazônico (CPA) tem sido descrito como um inibidor

específico da atividade da SERCA2(74-78,96,97) produzindo respostas inotrópicas negativas,

como diminuição da força contrátil e prolongamento do tempo e velocidade do relaxamento.

A maioria das concentrações de CPA utilizada em músculo papilar de coelhos ou ratos

relatadas na literatura variam de 1 e 30 µM, podendo atingir 100 µM.(74,76,98-100) Portanto, as

doses empregadas no experimento estão de acordo com os padrões da literatura. O tempo de

exposição do músculo à droga na solução nutriente varia de 1 a 30 min.(74,76,98-100) No presente

estudo, o tempo de 10 minutos, pode ter sido insuficiente para provocar um bloqueio mais

eficaz da SERCA2. Segundo Baudet et al,(76) a inibição da recaptura do cálcio pelo CPA é

incompleta, mesmo em altas concentrações e longos tempos de exposição. A inibição da

SERCA2 em altas concentrações pode acarretar mudanças no efluxo de cálcio em favor do

trocador Na+/Ca+2. 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 não foi

alterada nos ratos obesos. Como o SERCA2 é responsável pela recaptura de 92% do cálcio

citosólico em ratos,(57) o provável aumento do resíduo diastólico de cálcio observado no

experimento diltiazem não teria relação com depressão da atividade da SERCA2.

O resultado da função no miocárdio dos animais OB diverge da nossa hipótese de

trabalho, pois a obesidade não acarretou depressão da função mecânica e diminuição do fluxo

de cálcio pelos canais L e da atividade da SERCA2. A função mecânica preservada ou

melhorada observada neste experimento pode estar relacionada ao tempo de exposição à

obesidade. Desde que trabalhos mostram que as alterações decorrentes do excesso de gordura

se correlacionam com a duração e intensidade deste acúmulo,(26,32-34) os resultados do tempo

de exposição à obesidade nos ratos foi suficiente apenas para promover alterações corporais,

endócrinas e pressão arterial. Trabalhos futuros, com aumento do tempo de exposição do

coração à obesidade, poderão comprovar a nossa hipótese inicial que o aumento de gordura

poderá acarretar depressão da função miocárdica.
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5. CONCLUSÃO

A exposição à obesidade por um período de 15 semanas aumenta a rigidez

miocárdica no experimento Diltiazem, diminui o tempo de contração no experimento Ácido

Ciclopiazônico e não promove alterações dos canais L do sarcolema e da atividade da bomba

de cálcio do retículo sarcoplasmático.
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