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RESUMO

Atualmente mais de um bilhdo de pessoas apresentam sobrepeso, sendo que, mais de 30%
desta populacdo € obesa. Diversas alteracdes estruturais e funcionais do coragdo em humano:
tem sido frequentemente associadas com a obesidade. Modelos experimentais, por dieta
hiperlipidica, tém sido utilizados para estudar a relacdo obesidade e coracdo. O transito de
calcio miocardico tem sido extensivamente estudado em diversos modelos experimentais e
frequentemente relacionado com disfuncédo cardiaca. Entretanto, a literatura mostra escassez
de estudos que avaliaram a relacdo entre o tempo de exposicdo a obesidade por dieta
hiperlipidica, 0 RNAm e as proteinas envolvidas na homeostase*tienaardico. Além

disso, pesquisas relatam a influéncia dos horménios tireoidianos nestas proteinas, podendo
acarretar alteracdes na contracdo e relaxamento cai@iabgetivo principal desse estudo foi

testar a hipétese que o aumento no tempo de exposicdo a obesidade acarreta diminuicdo na
expressao e/ou fosforilacdo das proteinas e dos respectivos niveis de RNAm relacionados com
o transito de C& miocéardico. Este estudo teve como objetivo secundario constatar se a
diminuicdo na expressdo génica foi acompanhada de reducdo dos niveis hormonais
tireoidianos. Os periodos de dieta hiperlipidica, utilizados nesse estudo, foram eficientes em
promover obesidade, desde que o indice de adiposidade utilizado para caracterizar os animais
como obesos foi 79,5%, 82% e 69,5% maior do que os respectivos controles, apés 15, 30 e 45
semanas. O tempo de exposicado a dieta hiperlipidica ndo promoveu alteracbes na gordura
corporal total entre os grupos obesos; este resultado indica que, neste trabalho, ndo houve
aumento na intensidade da obesidade ao longo do tempo. Neste estudo foram visualizadas
algumas comorbidades frequentemente associadas com a obesidade experimental, como
intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, hiperleptinemia e dislipidemia;
entretanto, ndo houve alteracdes no comportamento da pressdo arterial sistolica final. A
obesidade promoveu aumento nos niveis séricos de TSH ao longo do tempo e diminuicdo dos
niveis de T4 acompanhado de elevacdo das concentracOes seéricas de T3. Os resultados de
estrutura do coracgmost mortemmostraram que a obesidade acarretou aumento do coracao,
VD e do AT nos trés momentos, apesar da ndo significancia estatistica no peso do cora¢éo na
452 semana (p=0,052); além disso, houve remodelacdo do VE nos momentos 15 e 30
semanas. Contudo, a analise da area seccional transversa do miécito mostrou aumento apenas
na 302 semana de obesidade. Embora a obesidade tenha alterado os niveis de RNAmM do
CANAL L e RyR, entre os grupos controle e obeso e ao longo do tempo, este comportamento

nao foi visualizado na expressao protéica de CANAL L. Neste estudo, enquanto a obesidade



na 152 e 452 semana, acarretou diminuicdo dos niveis de RNAmM da SERCA, do NCX e da
CSQ em relacéo aos respectivos controles, na 302 semana de obesidade ocorreu elevacéo do
niveis de SERCA, NCX e da CSQ em relacdo aoEhtretanto, esta alteracdo no RNAmM nao

foi acompanhada de alteracdes na expressao protéica de SERCA e CSQ. Os niveis de RNAmM
de PLB foram diminuidos apds 15 semanas de obesidade e elevados na 302 semana entre o¢
grupos. Os niveis protéicos de PLB, PLB thrl7 e a razdo PLB thrl7/PLB n&o sofreram
alteracOes decorrente da obesidade. O principal achado deste estudo é que a obesidade, ap6
15 e 30 semanas, acarretou diminuicdo nos niveis de pPLB serl6. A analise de correlacéo
mostrou que ndo ocorreu associacdo significativa entre os niveis de T3 e o RNAm das
protefnas do transito de BaUm fato importante, visualizado neste estudo, foi a divergéncia

de comportamento entre os niveis de RNAmM e a expressao protéica. Enquanto os RNAm
variaram na dependéncia do tratamento e tempo experimental, as proteinas mostraram
comportamento igual entre os grupos e 0os momentos. Diante destes resultados podemos
concluir, que o tempo de exposi¢cdo a obesidade promove diferentes respostas na expressao de
RNAmM e modifica apenas a proteina PLB fosforilada na serina 16. Os niveis hormonais

tireoidianos n&o influenciam a express&o génica das proteinas do transitd méo€ardico.

Palavras-chave: obesidade, dieta hiperlipidica, coracdo, horménio tireoidiano, transité'de Ca



ABSTRACT

Currently, greater than one billion people are overweight and 30% of the population is obese.
Several structural and functional changes of the heart have often been associated with human
obesity. Experimental models for high-fat diets have been used to study the relationship
between obesity and the heart. Myocardial calciun?{Claandling has been extensively
studied in several experimental models and has often been shown to be related to cardiac
dysfunction. However, few studies have evaluated the relationship between the duration of
exposure to obesity and a high-fat diet, and mRNA and proteins involved in homeostasis of
myocardial C&". Some studies have reported the influence of thyroid hormones on these
proteins, which may cause changes in cardiac contraction and relaxation. The main objective
of the current study was to test the hypothesis that the increased duration of exposure to
obesity leads to a reduction in the expression and/or phosphorylation of proteins and mRNA
levels related to myocardial €zhandling. This study had, as additional objective, to verify if

the decrease in mMRNA expression was accompanied by a reduction in thyroid hormone levels.
The periods of exposure to a high-fat diet used in this study were effective in promoting
obesity since the adiposity index used to characterize animals as obese was 79.5%, 82%, and
69.5% higher than controls after 15, 30, and 45 weeks, respectively. The duration of exposure
to a high-fat diet did not change the total body fat between the obese groups. This result
indicates that there was not an increase in the intensity of obesity over time. In this study,
some co-morbidities often associated with experimental obesity existed, such as glucose
intolerance, insulin resistance, hyperinsulinemia, hyperleptinemia, and dyslipidemia;
however, the co-morbidities were not associated with changes in systolic blood pressure.
Obesity promoted an increase in serum TSH over time and a decrease in T4 levels
accompanied by elevated serum concentrations of T3. The cardiac structureuesdtdisath
showed that obesity caused an increase in the heart, and right ventricular and atrium weights
at the 3 evaluation times, although the change in heart weight at 45 weeks was not statistically
significant (p = 0.052). In addition, there was left ventricular remodeling at 15 and 30 weeks.
However, the analysis of the cross-sectional area of myocytes showed an increase in obesity
at 30 weeks. Although obesity altered the mRNA levels of the ryanodine re(flepRy and

L-type C&* channels between obese and control groups over time, this change was not shown
in the protein expression of L-type €&hannels. While obesity at the™and 4% weeks
resulted in a reduction of MRNA levels of CATP-ase of sarcoplasmic reticulum (SERCA),
Na'/C&* exchanger (NCX), and calsequestrin (CSQ) in relation to respective controls, in the



30" week of obesity the mRNA levels of SERCA, NCX, and CSQ were higher than C
However, the change in mMRNA was not accompanied by changes in SERCA and CSQ protein
expression. The mRNA levels of phospholamban (PLB) were decreased after 15 weeks of
obesity and elevated at 30 weeks between the groups. The protein levels of PLB, PLB
phosphorylation at threonine-17 (pPLB thrl7), and the ratio between pPLB thrl7 and PLB
was not changed due to obesity. The main finding of this study was that obesity, after 15 and
30 weeks, resulted in decreased levels of PLB phosphorylation at serine-16 (pPPLB serl6).
The correlation analysis showed that there was no significant association between the levels
of T3 mRNA and protein of myocardial Eahandling. An important fact observed in this
study was the difference in behavior between the levels of mRNA and protein expression.
While the mRNA varied depending on the experimental treatment and time of exposure, the
proteins were equal among the groups and times of exposure of obesity. In conclusion, the
time of exposure to obesity promotes different responses in mMRNA expression and modifies
only the pPPLB serl6. Thyroid hormone levels do not influence the expression of mRNA and

proteins of myocardial Gahandling.

Keywords: obesity, high-fat diet, heart, thyroid hormone?@endling
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1- INTRODUCAO

A obesidade é caracterizada pelo actmulo excessivo de gordura cBtporal,
representando um problema de abrangéncia mundial que afeta principalmente paises
industrializado$?® Atualmente mais de um bilhdo de pessoas apresentam sobrepeso, sendo
que, mais de 30% desta populacdo é ofebm Brasil, segundo a Pesquisa de Orcamentos
Familiares do Instituto Brasileiro de Geografia e Estati€iaproximadamente 40 milhdes
de pessoas tém sobrepeso e, deste grupo, 10,5 milhdes sdo obesos. A pesquisa relata ainde
que 35% da populacdo adulta brasileira se tornard obesa em 2025, refletindo-se em
consequéncias econbmicas para a saude publica. Esta prevaléncia coloca o Brasil com numero
de internacdes hospitalares, devido ao excesso de peso, semelhante a dos paises
desenvolvidos, sendo 6,8% do total dos casos referente a homens e 9,3% a mulheres, o que
equivale a 3,02% e 5,83%, respectivamente, dos custos totais de hospitdlizacao.

A etiologia da obesidade € multifatorial, sendo que a associacdo dos fatores genéticos,
metabolicos, comportamentais e ambientais contribui para o aumento do peso corporal. O
comportamento adquirido pela moderna sociedade industrializada, envolvendo o
sedentarismo, os habitos alimentares inadequados ou a combinacdo de ambos tém levado ac
aumento da prevaléncia da obesid&d®.

A obesidade é fator de risco para muitas comorbidades, como diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemias, doencas cardiovasculares, respiratorias, digestivas, osteoarticulares, renais
cronicas, inflamatérias e psicolégidast?? as quais, estdo associadas com prejuizo da
qualidade de vida e mortalidade.

O tecido adiposo deixou de ser conceituado apenas como deposito passivo dos
estoques de triacilglicerol, sendo atualmente considerado um 6rgdo com multiplas funcgdes,

secretando elevado numero de mediadores que participam de diversos processos, como a
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oxidacdo dos lipideos e glicose, regulacdo da ingestdo alimentar, controle do balanco
energético e acdo da insulina, entre oufrds)

A obesidade frequentemente tem sido associada com alteracbes estruturais e
funcionais do coracdo em humafigs®?®As diversas alteracdes cardiacas comumente
observadas na obesidade, como remodelacéo exc€hfficd ou concéntrica do ventriculo
esquerdd®® modificacdes hemodinamicas, como aumento da freqiiéncia cardiaca, do volume
total sanguineo, do débito cardiaco e da resisténcia vascular pétffétitde funcionais
sistdlica e diastolic>?® podem ser precursoras da insuficiéncia cardiaca. Pesquisas recentes
mostram que a hipertrofia cardiaca esta diretamente relacionada com o aumento do indice de
massa corporal (IMC) e das gorduras visceral e epicdlffcaDesta forma, assumi-se que
um longo estado de obesidade eventualmente levara & insuficiéncia cattiaca.

Diversos modelos experimentais tém sido utilizados para estudar a relacdo obesidade e
coracdo. Modelos genéticos, como rathscker e camundongos deficientes de leptina
Lep/Lep (ob/ob) geralmente apresentam disfungao cardizéaEntretanto, estes animais
podem nao apresentar algumas anormalidades exibidas em humanos obesos, como
hiperinsulinemia, hiperglicemia, hipertensdo arterial e hipertrofia cardidta. A
administracdo de uma dieta rica em gordura para roedores representa uma alternativa em
modelos experimentais, uma vez que, reproduz muitas caracteristicas da obesidade
humand®*® Desta forma, a obesidade induzida por dieta hiperlipidica torna-se uma
ferramenta fundamental na avaliagdo das possiveis altera¢des cardiacas resultantes do excess
de tecido adiposo. Trabalhos mostram que a obesidade, induzida por dietas hiperlipidicas,
apresentam resultados discordantes em relacdo a disfuncdo cardiaca. Enquanto pesquisas
mostraram que ratos obesos por dieta hiperlipidica, durante 12 e 15 semanas, apresentaram
disfuncdo contrati®®*" outros investigadores tém mostrado que a obesidade, por dieta

hiperlipidica, durante um periodo de 11 e 12 semanas, ndo apresenta altera¢cdes na fungéo
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cardiacd®“*? A discrepancia nos resultados encontrados poderia ser devido as diferentes
técnicas utilizadas, assim como, o fato de que estes autores nao avaliaram a intensidade e a
duracdo da obesidade. Embora as alteracdes na funcdo cardiaca, experimental e humana,
ocorram com elevacéo do tecido adiposo, 0s mecanismos responsaveis por estas modificacdes
nao estdo estabelecidos. Muitos fatores tém sido sugeridos como responsaveis pelas possiveis
anormalidades cardiacas em modelos de obesidade, entre eles, as proteinas reguladoras d«
transito de calcio (C8 miocardico®®

O transito de C3 representa um dos principais mecanismos reguladores do ciclo de
contracdo e relaxamento cardid€bEnquanto a rapida elevacdo da concentracdo fe Ca
citosolico induz a contragcdo, sua diminuicdo provoca o relaxam&ntontracdo cardiaca
inicia-se com a despolarizacdo das células cardiacas pelo potencial de acdo, abertura dos
canais de C& do tipo L (CANAL L) e influxo de C¥ através destes can&i8. O
conseqiente influxo de Eadesencadeia liberacdo de grande quantidade Hel€aeticulo
sarcoplasmatico (RS) pelos receptores rianodina (R¥RR aumento do C3 citosélico
possibilita a ligacdo desse ion com a troponina C (TnC) e, a consequente interacdo actina-
miosina. A intensidade da contracdo depende da quantidade e da responsividade dos
miofilamentos ao CA. O relaxamento inicia-se quando a concentrac&o intracelular'dé Ca
reduzida, principalmente, pela recaptacdo dif Pala ATPasele C4? do RS (SERCA). A
funcdo da SERCA é regulada pela fosfolambam (PLB) que, em seu estado fosforilado, na
serina 16 (pPLB serl6) via adenosina monofosfato ciclico (AMPc), ou na treonina 17 (pPLB
thrl7) via quinase dependente de célcio, calmodulina, permite a recaptura“dpel@a
SERCA para dentro do RE*" A calsequestrina (CSQ) proteina do limen do RS tem a
funcdo de estoque de BaAssim, o C¥ recapturado pela SERCA para dentro do RS é
armazenado pela CSQ, devido & sua capacidade de ligacdo aos fansor@ando-o

disponivel para a proxima liberagdo pelos RyR. Outra proteina, importante na regulagdo do
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efluxo de C& celular é o trocador N&Ca™? (NCX), que, utiliza o gradiente de Na
transmembrana para catalisar a extrusdo da Dasta forma, a quantidade e/ou atividade de
diferentes proteinas, localizadas no sarcolema e no RS, regulam o transitG delular,
modulando a contracdo e o relaxamento do mioc&ti8 As alteracdes no transito de*€a
intracelular podem ser decorrentes de prejuizo na expressdo, funcdo ou regulacdo das
proteinas, ocasionados por modificagdes nos mecanismos de transcri¢cdo, traducdo e/ou pos-
traducional.

O transito de C& miocéardico tem sido extensivamente estudado em diversos modelos
experimentais e frequentemente relacionado com disfuncéo cdffifit8m modelos com
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, a reducdo da expressdo da fiBGServada
por diversos autores:>® em contrapartida, ha relatos do aumento compensatério dos niveis
de NCX®*%Y A expresséo de PLB tem resultados controversos, sendo encontrado preservada,
diminuida ou aumentada na insuficiéncia cardiaca experinf&ntai*® Entretanto, a
literatura mostra escassez de estudos que avaliaram a relacdo entre a obesidade por diete
hiperlipidica, 0 RNAm e as proteinas envolvidas na homeostase dmiBeardico. Pesquisa
com cae$>® alimentados com dieta hiperlipidica por 6 semanas, verificou niveis semelhantes
de RNAm e protéicos da RyR; contudo, a expressao protéica de RyR fosforilada foi elevada
no grupo alimentado com dieta rica em gordura. Outros investigatdtasbém utilizando
cées, alimentados por 9 semanas com dieta hiperlipidica, observaram diminuicdo da expressao
de RNAm da SERCA e do PLB no miocéardio. Relletgaf*¥ utilizando ratos submetidos a
dieta hiperlipidica, por 12 semanas, mostraram que a obesidade, ndo acompanhada de
comorbidades, promoveu aumento da expressdo protéica da SERCA e da PLB e diminuigédo
dos niveis de PLB fosforilado. Em pesquisa recente em nosso laboratério, Lima-Lexipoldo
al®® observaram que a obesidaitejuzida por um ciclo de dietas hiperlipidicas em ratos

Wistar durante 15 semanas, acrescida de solugcdo de agua com agucar, aumentou 0s niveis de
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RNAmM da SERCA, da RyR e da PLB. A divergéncia nos resultados acima pode ser atribuida
aos diferentes periodos, dietas e unidades experimentais.

Diversos trabalhos tém indicado a participacdo dos hormoénios tireoidianos como
moduladores da transcricdo génica das proteinas reguladoras do transitd?deo Ca
miocardio®®®Y A acdo gendmica do triiodotironina (T3) é mediada pela ligacdo aos seus
receptores nucleares, regulando a expressao de genes por meio de interagcdes com sequéncia
especificas do DNA. Os receptores ligados ao T3, em combinagcdo com o recrutamento de
proteinas coativadoras, levam & ativacdo da transc¢ffiéaa. literatura relata que os
horménios tireoidianos podem atuar positivamente na expressao protéica da SERCA, RyR e
canal L; e, negativamente, no PLB e N€X Assim, a influéncia dos horménios tireoidianos
nas proteinas responsaveis pela homeostase d@@ke acarretar alteracées na contracdo e
relaxamento cardiad®® No entanto, os estudos da funcdo tireoidiana na obesidade
apresentam resultados inconsistentes sendo descritos variavelmente, como normal, elevada,
ou diminuida em individuos obes85"™

Além da caréncia de estudos que relacionam obesidade, RNAmM e as respectivas
protefnas reguladoras do transito de“Qatracelular, ndo foram encontrados na literatura
pesquisas que avaliaram a influéncia do tempo de exposicdo a obesidade sobre essas
variaveis. Trabalhos longitudinais em humanos mostraram uma associa¢do da duragcdo da
obesidade com as diversas anormalidades cardfaé3sentretanto, estudos clinicos que
avaliam a influéncia da obesidade apresentam limitacbes éticas. Por esta razdo, a
experimentacdo animal é essencial na avaliagdo da relacdo entre o tempo de exposicdo a
obesidade e os fatores envolvidos na regulacdo cardiaca, como as proteinas do transito de
Ca'?miocardico.

O objetivo principal desse estudo foi testar a hipétese que o aumento no tempo de

exposicdo a obesidade acarreta diminuicdo na expressdo e/ou fosforilacdo das proteinas
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relacionadas com o transito de*€miocardico. A hipétese, que ha reducéo das proteinas e
dos respectivos niveis de RNAm, foi baseada em estudos clinicos que mostraram uma relagéao
entre a duracdo da obesidade e a presenca de disfuncdo ¢&tdid®amue, como referido
anteriormente, pode ser causada por alteragcbes nas proteinas do transito de caélcio
miocardico® Além disso, este estudo teve como objetivo secundario constatar se a
diminuicdo na expressdo génica foi acompanhada de reducdo dos niveis hormonais

tireoidianos.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1- Animais

No presente estudo foram utilizados 110 ratbstar machos, com 30 dias de idade,
provenientes do Biotério do Laboratério Experimental do Departamento da Clinica Médica,
Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” - UNESP, Sao Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos no biotério de origem sob as
seguintes condi¢des: gaiolas individuais de polipropileno com tampas de arame cromado
forradas com maravalha d&nus esterilizada, temperatura ambiente (24 + 2°C), umidade
controlada (55 + 5°C) e ciclos de iluminacdo de 12 horas. Os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com @uide for the Care and Use of Laboratory Animals”
publicado pelo U.S. National Institutes of HeHfthe aprovados pela Comissdo de Etica

Experimental em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

2.2- Protocolo Experimental

Os ratos foram randomizados em dois grupos: tratados com dietas normocalérica (DN,
n= 55) ou hipercalérica (DH, n= 55). Os ratos DN receberam racdo padrdo para roedores (RC
Focus 1765, Agrocer@sRio Claro, Sdo Paulo, Brasil) e os DH um ciclo de quatro racdes
hiperlipidicas (RC Focus 2413, 2414, 2415 e 2416, AgroteRie Claro, Sdo Paulo, Brasil),
por periodos de 15, 30 e 45 semanas. As racoes hiperlipidicas foram alternadas a cada 24
horas. Os ratos DN e DH receberam 50 g de racdo e ap0s 24 horas a quantidade nao ingerida
foi mensurada. A oferta de agua foi ad libitum

As racOes idealizadas no Laboratorio Experimental de Musculo Papilar Isolado do
Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, foram

adaptadas a partir de modelo dietético utilizado anteriormente pelo‘Gfupo.



Material e métodos 29

2.2.1- Composicéao das racdes padrao e hiperlipidica

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

A composicdo de macro e micronutrientes das racbes padrdo e hiperlipidica,
mensurada pela empresa Agroc&reRio Claro, S0 Paulo, Brasil, estad apresentada no

Quadro 1.

Quadro 1- Composicado dos macro e micronutrientes das ragoes (%)

Racoes

Componentes Padréo Hiperlipidica
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 42,7 26,4
Gordura 4,0 20,0
Vitaminas e Minerais 11,3 12,1
Fibras 8,0 9,0
Umidade 12,0 12,5
Calorias (Kcal/g) 2,95 3,65
% Calorias da proteina 29,8 21,9
% Calorias do carboidrato 57,9 28,9

% Calorias da gordura 12,3 49,2
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2.3- Avaliacao nutricional dos animais

O perfil nutricional foi determinado pela analise de ingestdo calorica, eficiéncia
alimentar, peso e gordura corporal, indice de adiposidade, lipidios, glicemia e proteina sérica.
A ingestdo caldrica foi calculada pela seguinte férmula: ingestdo alimentar semanal (Q)
multiplicada pelo valor energético de cada racao (kcal). Com a finalidade de analisar a
capacidade do animal converter a energia consumida em peso corporal, foi calculada a
eficiéncia alimentar (EA), dividindo-se o ganho total de peso corporal dos animais (g) pela
energia total ingerida (kcal)O peso corporal dos animais foi aferido semanalmente,
utilizando-se uma balanca digital Mettler®odelo Spider 2 (Toledo do Brasil InduUstria de
Balancas Ltda, S&o Bernardo do Campo, SP, Brasil). A quantidade de gordura corporal total
foi determinada pela somatéria dos depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal e
visceral. O indice de adiposidade foi calculado dividindo-se a gordura corporal total (g) pelo
peso corporal final (g), multiplicado por 160.Para analise do perfil glicémico, lipidico e
protéico, os ratos foram colocados em jejum por 12 a 15 horas, anestesiados com
pentobarbital sédico (50mg/kg/IP, Crist&liarodutos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira,
Sé&o Paulo, Brasil) e eutanasiados por decapitagcdo. A seguir, as amostras de sangue foram
coletadas em tubdalcon, centrifugadas a 3000rpm por 10 minutos (Eppefidoentrifuge
5804-R, Hamburg, Germany) e armazenadas em freezer a -80°C (Thermo Fisher Scientific
LLC, Asheville, NC, USA). As concentragfes séricas de glicose, triacilglicerol, colesterol
total, lipoproteinas de alta e baixa densidade foram determinadas utilizando-se kits especificos
(CELM", Barueri, Sdo Paulo, Brasil) e analisadas pelo método enzimatico colorimétrico
automatizado (Technicon, RA-XY System, Global Medical Instrumentation, Minessota,
USA). Os niveis de acidos graxos nao-esterificados (NEFA) foram avaliados utilizando kit
colorimétrico (WAKO NEFA-C, Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) pelo método

de Johnson & Petefd)
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2.4- Caracterizacao da obesidade

A obesidade nos animais ao final dos periodos de 15, 30 e 45 semanas de tratamento
foi determinada utilizando-se o indice de adiposidade. Diversos estudos tém utilizado este
indice como ferramenta para avaliar a quantidade de gordura corporal em & Este
meétodo de baixo custo é facilmente realizado, pois permite avaliar os depositos de gordura

corporal de maneira precisa e consistente.

2.5- Determinacdo do momento inicial da obesidade

O momento do inicio da obesidade foi determinado aferindo-se semanalmente o peso
corporal dos animais. Na terceira semana de tratamento, observou-se aumento significante do
peso corporal no grupo DH em relacdo ao DN. Com a finalidade de verificar se a diferenca do
peso corporal entre os grupos era resultante do maior indice de adiposidade nos ratos DH,
foram eutanasiados 19 animais de cada grupo para determinacdo da quantidade de gordura
corporal. Como o grupo DH apresentou indice de adiposidade estatisticamente maior do que o
DN, a terceira semana de tratamento foi considerada comicio da obesidadeno grupo

DH.

2.6- Constituicao dos grupos controle e obeso

Apods 15, 30 e 45 semanas do inicio da obesidade, os grupos de animais que receberam
racdo padrdo e hiperlipidica foram denominados como Controle (C) e Obeso (Ob),
respectivamente, e alocados em seis sub-grupgC4g, Css Obys, Obzpe Olys.

Na experimentagcdo biologica, em especial estudos experimentais, mesmo quando
mantidas as condic¢des laboratoriais semelhantes, ndo est4 assegurada uma homogeneidade d

resposta. Neste sentido, os ratos submetidos a racdo padrdo e hiperppitkcam

apresentar, em maior ou menor escala, caracteristicas comuns, como, por exemplo, o indice
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de adiposidade. Estudo publicado previantéhtemostrou que este fato pode conduzir a um

erro de classificacdo, ou seja, animais submetidos a racéo padrdo poderiam ser classificados
como controle, quando na realidade, exibem caracteristicas de animais obesos, ou vice versa.
Por essa razéo, tornou-se necessario estabelecer um critério que separasse 0s animais em doi
grupos distintos de acordo com o indice de adiposidade. Com essa finalidade, foi construido
um intervalo de 95% de confianca (IC) para a média do indice de adiposidade dos ratos
controle e obeso. Foi adotado como ponto de separacédo (PS) entre os grupos, o ponto médio
entre o limite superior do;ge o limite inferior do Ofz; a partir deste ponto foram excluidos

do grupo Gs os animais com indice de adiposidade acima do PS e do gryposCimimais

com indice de adiposidade abaixo do PS. O mesmo procedimento foi realizado para os grupos

Cso; Obsp. Cy5 € Ohys.

L0 AL

Representacéo esquematica do critério utilizado para composi¢édo dos grupos controle e obeso

2.7- Obesidade e comorbidades
As alteracdes no perfil cardiovascular, metabdlico e hormonal, como hipertensédo

hY bY

arterial sistémica, intolerancia a glicose, resisténcia sistémica a insulina, dislipidemias,

%39,79—84)

hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperleptinerff gue podem estar frequentemente

associadas a obesidade, foram avaliadas em todos os sub-grupos.

2.7.1- Hipertenséo arterial sistémica
Como os animais obesos podem apresentar hipertensdo arterial si&fehitpi

mensurada a pressdo arterial sistlica (PAS). A PAS foi aferida indiretamente por
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plestimografia de cauda, utilizando-se electro-sphymomanometer, Narco Bio-$ystem
modelo 709-0610 (International Biomedical, Inc, USA); este método ndo permite avaliar a
pressao arterial diastélica. Com a finalidade de produzir vasodilatacdo da artéria caudal, os
ratos foram previamente aquecidos, a temperatura de 40°C por 5 minutos, em uma caixa de
madeira (50 x 40 cm) forrada com maravalha de Pinus autoclavada. Apos o aquecimento foi
acoplado o sensor e 0 manguito em torno da cauda do animal; o manguito foi insuflado até
atingir pressdo de 200 mmHg e, posteriormente, desinsuflado. As pulsacfes arteriais foram

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

2.7.2- Intolerancia a glicose

Como os animais obesos podem apresentar niveis glicémicos normais em condicdes
basais, foi analisado o perfil glicEmico ap6s uma sobrecarga de glicose. A partir deste teste é
possivel constatar se o0s ratos obesos desenvolveram intolerancia a glicose, isto €,
apresentaram niveis de glicemia elevados em relacdo ao grupo C apdés a sobrecarga de glicose
As coletas de sangue, na artéria caudal, foram realizadas na condi¢gdo basal apds um periodo
de jejum de 6 horas e ap6s a administracdo intraperitoneal de glicose 25% (Sigm&:Aldrich
St Louis, MO, USA), equivalente a 2 g/kg. As amostras sanguineas foram coletadas nos
momentos 0, considerado condicdo basal, e apds 15, 30, 60, 90 e 120 minutos da infusdo da
glicose. A mensuracdo dos niveis glicémicos foi realizada com glicosimetro portétil Accu-
Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda, SP, Brasil). A intolerancia a glicose foi avaliada

pelo perfil da curva e area glicémica.

2.7.3- Resisténcia sistémica a insulina
Como os animais obesos podem apresentar resisténcia & acdo da ‘fAsufth%:¥

calculamos o indice HOMA-IR (homeostatic model assessment), que baseia-se nas
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concentracdes de glicose e insulina de jejum. O calculo foi realizado pela seguinte férmula:
concentracdo de insulinalY/mL) multiplicada pelos niveis glicémicos (mM/L)vaiida por

22,587

2.7.4- Dislipidemias e Hiperglicemia

Como o0s animais obesos podem apresentar alteracbes do perfil lipidico e
glicemico®®8%®) foram avaliadas as concentracdes séricas de glicose, triacilglicerol,
colesterol total, lipoproteinas de alta e baixa densidade e acidos graxos nao-esterificados
(NEFA). A metodologia utilizada foi descrita no item 2.3, referente a avaliacdo nutricional

dos animais.

2.7.5 - Hiperinsulinemia e Hiperleptinemia

Como os animais obesos podem apresentar hiperinsulinemia e hiperlepfih&Hifa,
foram analisados os niveis séricos destes horménios. As concentracdes hormonais foram
determinadas pelo método de ELISA utilizando-se kits especificos (Linco Research Inc, St.
Louis, MO, USA). A leitura foi realizada com auxilio de leitor de micro-placa (Spectra MAX

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

2.8- Dosagem dos hormaonios tireoidianos

Como o0s animais o0s animais obesos podem apresentar alteracbes hormonais
tireoidiana$*'® e que estas podem influenciar a expressdo das proteinas reguladoras do
transito de calcio miocardi€8°® foram dosadas as concentracdes séricas totais de horménio
estimulante da tireéide (TSH), tiroxina (T4) e triiodotironina (T3). A dosagem sérica foi

realizada pela empresa Genese Produtos Diagnésticos (Sao Paulo, SP, Brasil) com a
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tecnologia Luminex Corporation’s XMAP™, por reacédo de imunoensaio multiplex, Lincoplex

kits (Linco Research Inc, St. Louis, MO, USA).

2.9- Caracterizacao da remodelacao cardiaca

Como a obesidade pode acarretar remodelacéo cafdifcd)o coracao foi analisado
por meio de estudos estruturais e moleculares. A estrutura foi avpligtanortempor
analises macroscopicas e microscopicas. A avaliacdo molecular do acido ribonucléico
mensageiro (RNAmM) e das proteinas miocardicas relacionadas com o transito de calcio,
objetivo desse trabalho, foi realizada, respectivamente, pelas técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo realMestern Blat Os métodos utilizados no estudo na para

analise da remodelacéo cardiaca estao descritos abaixo.

2.9.1- Estrutura do coracao post mortem

As andlises estruturais, macro e microscomioat mortem permitem identificar a
presenca de remodelacdo cardiaca a nivel atrial e ventricular. A remodelagdo a nivel
macroscopico, que identifica a presenca ou auséncia de hipertrofia, foi determinada pela
andlise dos seguintes parametros: peso total do coracdo, do &trio, dos ventriculos esquerdo e
direito, e das respectivas relagdes com o PCF e comprimento da tibia. A remodelacdo do VE a
nivel microscopico foi avaliada pela mensuracdo da &rea seccional transversa do midcito

(AST; unf), de acordo com metodologia descrita abaixo.

2.9.2- Area seccional transversa do midcito
A analise da area seccional transversa do miécito foi realizada utilizando amostras do
ventriculo esquerdo (VE). Apés toracotomia mediana, o coragdo foi rapidamente removido e

amostras da parede anterior do VE foram retiradas a 6 mm do apice. Os fragmentos foram
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colocados em solugéo de formol a 10% por 2#'s amostras foram submetidas a cortes
histologicos de S5um de espessura e posteriormente processadas segundo a técnica de
Reticulina de Gomoft® O fragmento foi imerso em permanganato de potassio 1%, acido
oxalico 3%, alumen de ferro 1%, prata amoniacal, formol 10%, cloreto de ouro 0,2% e
hiposulfito de sédio 2% e posteriormente corado pelo &cido purico. A técnica de Reticulina de
GOmori permitiu mensurar de forma mais precisa a area transversa do miocito do VE. O
calculo das éareas seccionais dos miécitos foi realizado mensurando-se 50 a 70 células por
amostra. Os midcitos analisados, localizados na camada subendocardica, apresentavam forma
arredondada e nucleo centralizado. As areas seccionais transversas dos mi6citasnfAST;
foram utilizadas como indicador do tamanho celular, caracterizando presenga ou auséncia de
hipertrofia cardiaca. Os cortes histoldgicos, realizados para a analise AST, foram ampliados
40 vezes com o0 auxilio de microscépio (Leica Mikroshopie & System GmbH, Wetzlar,
Germany), que acoplado a uma camera de video envia imagens digitais a um computador
dotado de programa de analise de imagens (Image Pro-plus, Media Cybernetics, Silver

Spring, Maryland, USA).

2.9.3- Expressdo do RNAm miocérdico

A expressdo do RNAm foi realizada pela técnica de PCR em tempt’r@aimétodo
compreende as seguintes etapas: extracdo de RNA de amostras biologicas, conversao das
moléculas de RNA em acido desoxirribonucléico complementar (cDNA), amplificacdo de um
segmento do cDNA a partir da reacdo em cadeia da polimerase e quantificacdo dos
fragmentos amplificados. A possibilidade de monitorar, ao longo da reacédo, os ciclos de
amplificacdo, confere maior precisdo e reprodutibilidade a PCR em tempo real quando

comparado com a PCR convenciofial.
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Neste trabalho foi realizada expressdo de RNAm das proteinas relacionadas com o
transito de calcio intracelular, ATPase de calcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA),
Fosfolambam (PLB), Receptor Rianodina (RyR), CANAL L, Calsequestrina (CSQ) e
Trocador N&/C&* (NCX). Além disso, foi analisada a expressdo do gene constittivo,

actina. A metodologia utilizada esta descrita abaixo.

2.9.3.1- Extracdo de RNA miocardico

Fragmentos do ventriculo esquerdo foram rapidamente congelados em nitrogénio
liquido e armazenados em freezer a - 80°C. A amostra congelada foi homogeneizada em
aparelho Polytron (Ika Ultra Turr@xT25 Basic, Wilmington, NC, USA) apés adicdo de 1 ml
de TRIzoP (Invitrogen Brasil, Sdo Paulo) para cada 100 mg de tecido. O TREmllca0
monofasica de fenol e guanidina isotiocianato, tem como finalidade manter a integridade do
RNA durante a lise celular que ocorre no processo de homogenéiZacao.

A amostra homogeneizada foi transferida para um tubo de 1,5 mL e incubada a
temperatura ambiente (24°C) durante 5 minutos. Em seguida, adicionou-se cloroférmio
(Merck KGaA, Damstadt, Germany) na proporcdo de 0,2 ml/iml TRIzolamostra foi
agitada, manualmente, com vigor por 15 segundos e incubada por 3 minutos a temperatura
ambiente. ApGs essa segunda incubacdo, o material foi centrifugado (Eppendorf Centrifuge
5804R, Hamburg, Germanyj,12.000 x g durante 15 minutos a 4°C. Este procesgsarou a
amostra homogeneizada de VE em trés fases: a) uma inferior, de fenol-cloroféormio e de
coloracédo rosada, contendo DNA; b) uma interfase branca com proteinas; e ¢) uma fase

superior, aquosa, incolor, contendo RNA.

A porcado de RNA foi transferida para um tubo de 1,5 mL; a seguir, adicionou-se
alcool isopropilico(Merck KGaA, Damstadt, Germany) na propor¢cdo de r@lAml de

TRIzol®; a amostra foi, entdo, agitada manualmente 10 vezes por invarsdbada pol0
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minutos a temperatura ambiente (24°C) e, posteriormente, centrifugada a 12.000 x g durante
10 minutos a 4°C. Apos o descarte do sobrenadante, o precipitado de RNA foi visualizado
como um gel esbranquicado e semitransparente, denompsdieéd Este foi lavado com

alcool etilico 75% (Merck KGaA, Damstadt, Germany) na proporcaoldd/lmL de

TRIzol® e centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. Apés o alcool etilico ser descartado,
o pelletfoi seco por 10 minutos a temperatura ambiente. O sedimento de RNA foi diluido em
20 pL de agua ultrapura e incubado por 10 minutos a 60°C em banhgfraaea 100, Sao

Paulo, Brasil); a finalidade deste procedimento foi inativar a possivel presenca de RNase.

A quantificacdo do RNA foi realizada com auxilio de um espectrofotdmetro
(GeneQuart' RNA/DNA Calculator, Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, England)
na absorbancia de 260 nm. A pureza do RNA foi constatada pela razdo das absorbancias em
260/280 nm. As amostras cujas razdes foram inferiores a 1,6 foram descartadas por
apresentarem contaminacao por proteinas. A concentracdo do RNA foi quantificada de acordo
com a formula: [RNA] = Aso x 40 x 70. Posteriormente, para verificar a integridade do RNA,
1 uL do RNA das amostras quantificadas foram diluidas em 8 pL de agua ultrapura e 1 puL de
corante (Orange G, Acros Organics, New Jersey, USA), aplicadas em gel de agarose 1% (0,3
g agarose, 30 mL de TAE Buffer 1x, 3 pL de brometo de etidio) e submetidas a uma voltagem
de 80 mV (Power Pac Basit Bio-Rad, Hercules, CA, USA)or 20 minutos. A integridade
do RNA foi constatada pela visualizagcdo das bandas de RNA riboss6mico, 28S e 18S, e
auséncia de rastros do RNA no gel. As amostras que se mostraram integras foram utilizadas

como substrato para o processo de transcri¢cao reversa.

2.9.3.2- Transcricao reversa do RNA (RT)
Transcricdo reversa é um processo que converte as moléculas do RNA em acido

desoxirribonucléico complementar (cDNA)s amostras do RNA do musculo cardiaco foram
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submetidas a transcricdo reversa utilizando-se &SijerScript Il First-Strand Synthesis
System for RT-PCRnvitrogen, S&o Paulo, Brasil). As amostras utilizadas no experimento
foram incubadas em um termociclador (Masterc§cl@radient, Eppendorf, Hamburg,
Germany). Inicialmente, uma mistura contendo 100Qlnge RNA total, 1uL dedNTP mix
10 mM, 1L de random hexamers 50 p&/e 7 uL de HLO DEPC (dietil pirocarbonato) foi
incubada durante 5 minutos a 65°C. A seguir, apos adicaquda&l® uma solucao contendo,
2 pL de tampao RT 10x, gL de MgChb 25 mM, 2uL de DTT 0,1 M e uL de inibidor de
RNase,RNaseOUT®, a mistura foi incubada por 2 minutos a 25°C. Apds o acréscimo de 1
uL da enzimaSuperScript ff, procedeu-se a nova incubacédo por 10, 50 e 15 minutos a 25°C,
42°C e 70°C, respectivamente. Apos adicdo dé tle RNase H, a solucéo foi incubada por
20 minutos a 37°C.

Para verificar a qualidade da transcri¢cao reversa foi realizado um controle negativo, ou
seja, uma amostra de RNA foi submetida & reacdo de RT, porém, a Sugier&cript 11®
foi substituida por L de HO DEPC. O controle negativo, utilizado nas reacdes de PCR, foi

confirmado pela auséncia de amplificacdo de RNAm.

2.9.3.3- PCR em tempo real

A PCR em tempo real foi realizada com ensaios eépexicontendo sonddagMan
MGB-FAM (Applied Biosystems, CA, USA). A identificacdo dos ensaios (primers) esta
apresentado no Quadro 2. O sistehagMan utiliza uma sonda fluorescente que permite a
deteccédo de copias do produto especifico do RNAm, conforme seu acumulo durante os ciclos
da reagdo. A sonda é constituida por um corapterter fluorescente na extremidade 5" e um
corante quencherna extremidade 3°. Enquanto a sonda esta intacta, a proximidade do
guencherreduz a fluorescéncia emitida pelo corardporter através da transferéncia de

energia por ressonancia de fluorescéncia. A sonda se anela a sequéncia e é clivada por meio
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da atividade da nuclease 5°da Tag DNA polimerase. A clivagem da sonda separa o corante
reporter do corantequenchey aumentando o sinal da fluorescéncia emitida pelo corante
reporter. A fluorescéncia foi monitorada em tempo real com um aparelho StepOne Plus
(Applied Biosystems, CA, USA). As amostras foram normalizadas pelo controle ifiterno

actina e a quantificacdo da expresséo realizada pelo mé&n@ad, conforme manual do

fabricante (Applied Biosystems, CA, USA).

Quadro 2. Ensaios utilizados na PCR em tempo real

Gene Ensaios
SERCA RN00568762_m1
PLB Rn01434045 m1l
RYR Rn01470303_m1
NCX Rn00570527_m1
CSQ Rn00567508_m1
CANAL L Rn00709287_m1
p-actina Rn00667869 _m1

SERCA: ATPase de Cado reticulo sarcoplasmatico; PLB: Fosfolambam; RyR:
Receptor de Rianodina; NCX: Trocador'N&a'% CSQ:Calsequestrina.

2.9.4- Expressao de proteinas miocardicas

A expressdo protéica foi realizada pela técnica \Western Blot, método
frequentemente utilizado em pesquisas para detectar proteinas em um homogenato de tecido
biol6gico® O método compreende as seguintes etapas: extracdo de proteinas, eletroforese
em gel, transferéncia das proteinas do gel para uma membrana de nitrocelulose, identificacédo

das proteinas por anticorpos especificos e quantificacdo dosiblotdipetideoS™
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Neste trabalho foi realizada a expressédo das proteinas relacionadas com os com o
transito de célcio intracelular, ATPase de*Cdo reticulo sarcoplasmatico (SERCA),
Fosfolambam (PLB), PLB fosforilado Serl6 (pPLB Serl6), PLB fosforilado Thrl7 (pPLB
Thrl7), CANAL L e Calsequestrina (CSQ). Além disso, foi analisada a expresséo da proteina

de normalizacéo,-fctina. A metodologia dé/kestern Blotesta descrita abaixo.

2.9.4.1- Extracao das proteinas miocardicas

Fragmentos do ventriculo esquerdo foram rapidamente congelados em nitrogénio
liguido e armazenados em freezer a -80°C. A amostra congelada foi homogeneizada em
aparelho Polytron (lka Ultra Turrd% T25 Basic, Wilmington, USA) com tampéo de lise
hipoténico (fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, sucrose 0,3 M, DTT 0,5 mM, EDTA 1 mM
pH 8.0, PMSF 0,3 mM, NaF 10 mM e inibidor de protease (0,1mg/mL, Sigmbouis, MO,
USA). O processo foi realizado trés vezes durante 10 segund@s eofn intervalos de 20
segundos. O produto da homogeneizacao foi centrifugado (Eppendorf 5804R, Hamburg,
Germany) a 12000 rpm por 20 minutos ¥C4e o sobrenadante transferido para tubos
eppendorfse armazenado em freezer °80 A concentracdo de proteina foi analisada pelo
método de Bradforf® utilizando as curvas de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules,

CA, USA) como padréao.

2.9.4.2- Eletroforese em gel

Apdés a quantificacdo da concentracdo protéica, as amostras cafoliacasliluidas
em tampao Laemmli (Tris-HCL 240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul de bromofenol
0,02% ep-mercaptoetanol 200mM) e separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-
Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi

realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris-HCL 240mM pH 6,8, poliacrilamida 30%,
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APS e Temed) e de resolucéo (Tris-HCL 240mM pH 8,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed).

O gel de resolucéo apresentava uma concentracédo de 6 a 15%, dependente do peso molecula
da proteina analisada. No primeiro poco do gel foi aplicado um padrdo de peso molecular,
Kaleidoscope Prestained Standar(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) para identificacdo do
tamanho das bandas. A corrida eletroforética foi efetuada a 120V (Power Pac HC 3.0A, Bio-
Rad, Hercules, CA, USA), por um periodo variavel de acordo com o tamanho da proteina, em

média 1h30 minutos, com tampao de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e SDS 1%).

2.9.4.3- Transferéncia e identificacdo das proteinas

As proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando-se
sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) contendo tampéao de transferéncia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). ApoOs a transferéncia os sitios
inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram bloqueados mediante
incubagd@o com solucao bloqueadora a 0,5% de leite em p6 desnatado Molico® (Nestlé Brasil,
Aracatuba, SP, Brasil), dissolvido em tampéao tampé&o TBS-T (Tris 10mM, pH 7,6, NaCl 150
mM e Tween 20 0,1%) por 120 minutos a temperatura ambiente (24°C) sob constante
agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em tampé&o TBS-T (Tris 10mM, pH
7,6, NaCl 150 mM e Tween 20 0,1%) e incubada com o anticorpo primario diluido na
solucao bloqueadora, sob agitacdo constante por 12 horas. Ap0s a incubagdo com o anticorpo
primario, a membrana foi lavada trés vezes em tampao TBS-T e incubada com o anticorpo
secundério em solugcédo bloqueadora por 2 horas sob agitacdo constante. Para remover o
excesso de anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em tampéo TBS-T. A
imuno-deteccao foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de acordo com as

instrucdes do fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-USA).
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Finalmente, as membranas de nitrocelulose foram expostas a filmes radiograficos X-Omat AR

(Eastman Kodak Co., USA), nos tempos padronizados para cada proteina cardiaca em analise.

2.9.4.3.1- Anticorpos primarios utilizados

Ryanodine Receptor, mouse Ig@BR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).

Concentragao recomendada pelo fabricante, 1:5000.

Phospho-RYR2 (ser2809), rabbi{Badrilla, Leeds, West Yorkshire, UK).

Concentragao recomendada pelo fabricante, 1:2000.

Serca2 ATPase, mouse IgGl (ABRffinity BioReagents, Golden, CO, USA).

Concentracao recomendada pelo fabricante, 1: 2500.

Phospholamban, mouse IgGZABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).

Concentragao recomendada pelo fabricanpey/al.

Phospho—-Phospholamban (serl6), rabfiadrilla, Leeds, West Yorkshire, UK):

Concentracao recomendada pelo fabricante, 1:5000.

Phospho-Phospholamban (thrl7), rabb{Badrilla, Leeds-UK): Concentracdo

recomendada pelo fabricante, 1:5000.

Exchanger N&Ca’*, mouse IgG2i§Upstate, Lake Placid, NY, USA): Concentracédo

recomendada pelo fabricante, 1:2000.

Calcium Channel, Voltage Gated Alpha 1C, rablf€hemicon International,

Temecula, CA, USA). Concentracao recomendada pelo fabricante, 1:100.

2.9.4.3.2- Anticorpo de normalizacao

S-Actin, mouse IgG1(Santa Cruz Biotechonology Inc, CA, USA): Concentracao

recomendada pelo fabricante, 1:200.
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2.9.4.3.3- Anticorpos secundarios
Os anticorpos secundarios, anti-rabbit IgG-HRP SC2004 e anti-mouse IgG-HRP
SC2005 (Santa Cruz Biotechonology, Inc. Santa Cruz, CA, USA), anti-anticorpos primarios

foram utilizados na titulacdo de 1:5000-1:10000.

2.9.4.4- Quantificacao das proteinas
As analises quantitativas das bandas protéldass( foram realizadas pelo programa
Scion Image(Scion Corporation, Frederick, Maryland, EUAQpftwarelivre, disponivel no

endereco http://www.scioncorp.cam/

2.10- Determinacéo do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico
Em razdo da obesidade poder acarretar aumento na volemia corporal d68 catos,

que poderia promover acumulo de liquido nos tecidos, foi realizada a avaliacdo do teor de
agua tecidual nas amostras de ventriculos esquerdo e direito, atrio, pulméao e figado. Apds a
remocao do tecido a ser examinado, foi realizada a pesege@tura. Em seguida, as
amostras foram submetidas a secagem em estufa (Kamp Metallrgica, Duque de Caxias, Rio
de Janeiro, Brasil), sob temperatura de 55 + 5°C, por um periodo de 48 horas. A determinacéo
do teor de agua foi expressa em valores relativos e calculada pela seguinte formula: [(PN-

PS)/PN] x 100%, onde PN representa o peso in natura e o PS 0 peso seco.

2.11- Andlise Estatistica

O perfil nutricional, as comorbidades associadas a obesidade e as andlises da
remodelagdo cardiaca de cada periodo de tratamento (15, 30 e 45 semanas) foram expressa
por meio de medidas descritivas de posicdo e variabilidade e submetidas ad’ tdste ”

Student para amostras independentes.
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A comparacao do perfil glicémico entre os grupos, visualizado tanto pelo teste de
tolerancia a insulina quanto pelo teste de tolerancia a glicose, foi realizada pela anélise de
variancia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas para esquema de dois fatores
independentes e complementada com o teste de comparacdes mdltiplas de B&f¥erroni.

A comparacao dos seis grupos experimentajs, (@5, Czo, Obsy, Css € Ohys) foi
realizada pela técnica de analise de variancia (ANOVA) two way para grupos independentes,
complementada com teste de comparacdes multiplas de Bonferroni. A analise de associacao
entre as concentracbes do hormoénio tireoidiano e 0s niveis de expressao génica foi
determinada pelo teste de correlacdo linear de Pearson. O nivel de significancia considerado
para todas as variaveis foi de 5%. Os valorgs elatre 0,055 e 0,15 foram evidenciados neste

estudo.
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3. RESULTADOS
Os resultados dos grupos, isoladamente, 15, 30 e 45 semanas sdo apresentados potr
capitulos apenas para facilitar a visualizacdo dos dados; entretanto, o resultado conjunto dos

trés momentos de avaliacdo, apresentado apos a exposicao isolada, foi 0 objeto da discussac

neste trabalho.

3.1- Caracterizacdo do momento inicial de obesidade

O peso corporal foi semelhante nas duas primeiras semanas de tratamento em ambos
os grupos C e Ob; entretanto, apds a 3% semana de tratamento, o peso corporal dos animais Ot
foi significativamente maior que os C (Figura 1). Neste momento, 0 maior peso corporal dos
Ob foi associado ao aumento do indice de adiposidade, caracterizando o momento inicial de

obesidade (€e Ob) (Figura 1; Tabela 1).
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Figura 1. Evolucdo semanal do peso corporal dos animais
controle (G, n=19) e obeso (@bn=19). Dados expressos em
médiat desvio padrao. ANOVA para o modelo de medidas
repetidas em grupos independentes e complementada com o
testepost-hocde Bonferroni. * p<0,05 vsC

A Tabela 1 mostra o perfil nutricional e a pressao arterial dos anip@&s0G. O
peso corporal final, o0 ganho de peso, os depdsitos de gordura epididimal e visceral, a gordura

corporal total, o indice de adiposidade foram maiores ng ddbque no & Nao houve
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diferenca significativa entre os grupos no depdsito de gordura retroperitoneal e na pressao
arterial sistolica final. Durante o periodo experimental, os animajsir@eriram menor
quantidade de racdo que og forém, aeficiéncia alimentar foi maior nos animais 3o

gue no G. Nao houve diferenca estatistica na ingestao calorica entre 0s grupos.

Tabela 1. Perfil nutricional no momento inicial de obesidade

Grupos
Variaveis Co (n=19) Oly (n=19)
PCI (g) 148 + 12 147 +12
PCF (g) 290 + 18 302 + 22*
Ganho de peso (g) 142 £ 15 155+ 17*
Epididimal (g) 4,6+0,8 56+1,2*
Retroperitoneal (g) 54+15 6,4+1,7
Visceral () 41+1,0 4,9 £0,9*
Gordura corporal total () 14 +3 17 + 3*
indice de adiposidade 49+1,0 5,6 +0,9*
PAS (mmHg) 127 +8 131+ 14
Ingestéo alimentar (g/dia) 262 22 £ 2*
Ingestao caldrica (kcal/dia) 77+5 807
Eficiéncia alimentar (% kcal/g) 8,7+0,6 9,2+0,71*

Dados expressos em média = desvio-padrdo. PCI: peso corporal inicial; PCF: peso
corporal final; PAS: presséo arterial sistlica. Dados expressos em inéldisvio
padrdo. @ controle; Ok: obeso. Testet" de Student para amostras independentes. *

p<0,05 vs G.
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3.2- Obesidade 15 semanas

3.2.1- Composicao dos grupos controle e obeso

Na 152 semana de tratamento apés o inicio da obesidade foram sorteados 12 animais
de cada grupo. Apés a aplicacdo do critério estabelecido para a composi¢cado dos grupos, nove
animais do grupo controle {§ n=9) e oito animais do grupo obeso (§bn=8)

permaneceram no estudo.

3.2.2- Perfil nutricional

A Tabela 2 mostra o perfil nutricional dos animaige€20hs. O peso corporal inicial e
final, o ganho de peso, os depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral, a
gordura corporal total, o indice de adiposidade e os niveis séricos de triglicérides, colesterol e
proteina foram maiores no @bdo que no . N&o houve diferenca significativa na
eficiéncia alimentar e nas demais dosagens séricas entre os grupos. Durante o periodo
experimental, os animais @bingeriram quantidade semelhante de racdo, entretanto, a

ingestado caldrica foi maior nos animais;©&m relacdo ao
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Tabela 2. Perfil nutricional apds 15 semanas

Variaveis Ci5(n=9) Obss (n=8)
PCI (g) 276 + 18 314 + 18*
PCF (g) 459 + 18 568 + 44*
Ganho de peso (g) 183 +21 254 + 38*
Ingestao alimentar (g/dia) 254+11 259+21
Ingestéo calorica (kcal/dia) 75,1+3,1 94,6 £ 7,5*
Eficiéncia alimentar (%) 2,32+0,24 2,55+0,30
Gordura Epididimal (g) 71+1,4 13,7 +4,1*
Gordura Retroperitoneal (g) 75%+1,6 19,3 £ 8,5*
Gordura Visceral (g) 55+0,9 12,5+ 4,8*
Gordura corporal total () 203 46 £ 17*
indice de Adiposidade (%) 4,38 + 0,58 7,89 +2,37*
Glicose (mg/dL) 163 + 22 176 £ 13
Triglicérides (mg/dL) 61+11 80 £ 18*
Colesterol (mg/dL) 569 74 £ 11*
HDL (mg/dL) 22+3 265
LDL (mg/dL) 14+ 4 15+ 4
Proteina (g/dL) 59+0,3 6,3 £0,2*
NEFA (mmol/L) 0,44 + 0,09 0,48 +£0,11

Dados expressos em médialesvio padrao. £z controle; Obs: obeso; PCI: peso corporal inicial; PCF:
peso corporal final; HDL: lipoproteina de alta intensidade; LDL: lipoproteina de baixa intensidade;

NEFA: acidos graxos ndo-esterificados. Testedé Student para amostras independentes. * p<0,05 vs
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3.2.3- Pressao arterial sistolica

A Figura 2 mostra o resultado da pressao arterial sistolica final realizado nos grupos
Ci5 e Ohs. Nao houve diferenca significativa na pressao arterial sistolica final entre os

grupos; portanto, a obesidade durante 15 semanas néo acarretou hipertenséo arterial.
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Figura 2. Pressao arterial sistolica final dos animais
controle (Gs, n=9) e obeso (Qh n=8) submetidos a 15
semanas de tratamento. Dados expressos em média
desvio padrdo. Testet’™ de Student para amostras
independentes. N&do houve diferenca estatistica entre os

grupos.

3.2.4- Teste de tolerancia a glicose

As Figuras 3 e 4 mostram o resultado do teste de tolerancia a glicose realizado nos
grupos Gs e Ohs. Os niveis glicémicos foram semelhantes no momento basal entre os
grupos. Apos a administracdo intraperitoneal de glicose, a glicemia foi similar nos momentos
15 (p=0,07), 30 (p=0,07) e 120 minutos (p=0,15) entre 0s grupos; entretanto, o gggpo Ob
apresentou niveis glicémicos elevados nos momentos 60 e 90 em relagé{Fagpua 3). A

area glicémica foi maior no grupo @kbm relacao ao fs(Figura 4).
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Figura 3. Teste de tolerancia a glicose dos animais contrqglg (C
n=8) e obeso (Qf n=8) obeso submetidos a 15 semanas de
tratamento. Dados expressos em médikesvio padrdo. Analise

de variancia para o modelo de medidas repetidas em grupos
independentes e complementada com o tgsist-hoc de
Bonferroni. * p<0,05 vs G.
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Figura 4. Area glicémica, obtida no teste de tolerancia a
glicose, dos animais controle £Cn=8) e obeso (Qh

n=8) obeso submetidos & 15 semanas de tratamento.
Dados expressos em médialesvio padrdo. Testd"“de
Student para amostras independentes. * p<0,05:vs C

3.2.5- indice de resisténcia a insulina
A Figura 5 mostra o resultado do indice HOMA-IR dos grupee®hs. Os animais

Oby 5 apresentaram maior indice HOMA-IR do queie. C
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Figura 5. indice HOMA-IR (resisténcia a insulina) dos
animais controle (G, n=8) e obeso (Qf n=8)
submetidos a 15 semanas de tratamento. Dados
expressos em médiadesvio padrao. Dados expressos
em médiat desvio padrdo. Testd”“de Student para
amostras independentes. * p<0,05 ys C

3.2.6- Analise sérica dos horménios insulina e leptina
A Figura 6 mostra as dosagens de insulina e leptina dos ratesO8s. Apos quinze
semanas de obesidade os animaiss@presentaram niveis séricos de insulina e leptina

maiores que 0s G

T T
Insulina Leptina

Figura 6. Niveis séricos de insulina e leptina dos
animais controle (¢, n=8) e obeso (Qh n=8)
submetidos a 15 semanas de tratamento. Dados
expressos em média desvio padrdo. Testa"“de
Student para amostras independentes. * p<0,05 vs
C15.
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3.2.7- Analise sérica dos hormonios tireoidianos

As Figuras 7, 8 e 9 mostram as dosagens séricas dos hormonios tireoidianos TSH, T4
e T3 dos ratos e Ohs. Apds quinze semanas de obesidade os animaisaptesentaram
niveis séricos de TSH menores que;g ©lao houve diferenca significativa entre os grupos

nas dosagens de T4 e T3 (T3; p=0,08).
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Figura 7. Niveis séricos de TSH dos animais controlg;,(C
n=6) e obeso (O n=6) submetidos a 15 semanas de
tratamento. Dados expressos em métligesvio padréo.
Teste t” de Student para amostras independentes. * p<0,05
vs Cis.
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Figura 8. Niveis séricos de T4 dos animais controlgs(C
n=6) e obeso (OB n=6) submetidos a 15 semanas de
tratamento. Dados expressos em métligesvio padréo.
Teste t' de Student para amostras independentes. N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 9. Niveis séricos de T3 dos animais controles,(C
n=6) e obeso (Qf n=6) submetidos a 15 semanas de
tratamento. Dados expressos em méslidesvio padrao.
Teste t" de Student para amostras independentes. N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos.

3.2.8- Estrutura do coracdo post mortem

3.2.8.1- Analise macroscopica

A Tabela 3 mostra a estrutura macroscopica cardiaca post numsamtos G e Ohs.
Apos 15 semanas de obesidade, os animaisdpbesentaram aumento nos pesos do coragao,
dos ventriculos esquerdo e direito, do atrio e nas relagbes coracgdol/tibia, VE/tibia, VD/tibia e
AT/tibia em relacdo aos animais;sC Nao houve diferenca significativa nas relacdes

coracao/PCF, VE/PCF, VD/PCF e AT/PCF e no comprimento da tibia entre os dois grupos.
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Tabela 3. Estrutura macroscopica cardiaca post mortem apds 15 semanas

Grupos
Variaveis Ci5(n=9) Obys (n=8)
PCF (g) 459 + 18 568 + 44*
tibia (cm) 4,38 £ 0,07 4,42 + 0,07
Coracao (g) 1,13+0,11 1,35 = 0,05*
VE (g) 0,80+0,09 0,95+ 0,05*
VD () 0,24+0,02 0,29 +0,02*
AT (g) 0,09+0,01 0,11 +0,01*
Coracao/PCF (mg/qg) 2,46 £ 0,19 2,39+0,24
VE/PCF (mg/g) 1,74+0,17 1,69 +0,18
VD/PCF (mg/g) 0,52+0,06 0,51+0,05
AT/PCF (mg/g) 0,20+0,02  0,19+0,02
Coracaoltibia (g/cm) 0,26 £ 0,02 0,30 = 0,02*
VE/tibia (g/cm) 0,18 +0,02 0,22 +0,01*
VD/tibia (g/cm) 0,055+0,01 0,065 +0,01*
AT/tibia (g/cm) 0,021 + 0,003 0,025 + 0,002*

Dados expressos em médialesvio padréo. & controle; Obs: obeso submetidos a

15 semanas de tratamento; VE: peso do ventriculo esquerdo; VD: peso do ventriculo
direito; AT: peso do atrio; VE/PCF: relagcdo do peso do ventriculo esquerdo pelo peso
corporal final; VD/PCF: relagédo do peso do ventriculo direito pelo peso corporal final;
AT/PCF: relacao do peso do atrio pelo peso corporal final. VE/tibia: relacdo do peso
do ventriculo esquerdo pelo comprimento da tibia; VD/tibia: relacdo do peso do
ventriculo direito pelo comprimento da tibia; AT/tibia: relacdo do peso do atrio pelo
comprimento da tibia. Test¢’‘de Student para amostras independentes. * p<0,05 vs
ClS-
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3.2.8.2- Analise microscopica

As Figuras 10 e 11 mostram a area seccional transversa do midécito realizadas no
ventriculo esquerdo dos animaigs@ Ohs. Nao houve diferenca significativa na area

seccional dos midcitos nos fragmentos do VE entre os dois grupos (Figura 10).

750+

500+

AST (um?)

T
Controle Obeso
15 semanas

Figura 10. Seccbes transversas de fragmentos do VE
dos grupos controle (€ n=9) e obeso (Qh n=8)
submetidos & 15 semanas de tratamento. Técnica de
Reticulina de gomori 40X. Dados expressos em média
+ desvio padréo. Testd"“de Student para amostras
independentes. Nao houve diferenca significativa entre

0S grupos.

®

Figura 11. Seccbes transversas subendocéardicas do ventriculo esquerdo (VE) dos grupos
controle e obeso submetidos a 15 semanas de tratarerfitagmento do VE do grupo,§ B:
fragmento do VE do grupo @ Técnica de Reticulina de Gémori 40X.
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3.2.9- Expressdo de RNAmM miocardico

As Figuras 12 e 13 ilustram a expressdo do RNAm das proteinas relacionadas com o
transito de calcio miocardico, CANAL L, RyR, SERCA, PLB, NXC e CSQ nos animaes C
Obs. A expressdo génica do CANAL L, da SERCA, da PLB, do NCX e da CSQ foi
diminuida no grupo Ol em relacdo ao {s. Entretanto, ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis de RNAmM de RyR entre os grupos. Os niveis de RNBJactaa,

dados ndo mostrados, foram semelhantes entre os grupos.
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Figura 12. Expressao génica de CANAL L e RyR no miocardio
dos animais controle (& n=6) e obeso (Qk n=6) submetidos
a 15 semanas de tratamento. Dados expressos em média + desvio
padradreste't” de Student. * p<0,05 vs;£
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Figura 13. Expressdo génica de SERCA, PLB, NCX e CSQ no
miocéardio dos animais controle £Cn=6) e obeso (Qk n=6)
submetidos a 15 semanas de tratamento. Dados expressos em
média + desvio padrdo. Teste de Student. * p<0,05 vs;§
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3.2.10- Expresséao das proteinas miocardicas

As Figuras 14 e 15 ilustram a expressao das proteinas relacionadas com o transito de
calcio intracelular nos animais;£e Ohs. A Figura 14 mostra que 0s animais 19b
apresentaram niveis protéicos menores de PLB do que ®N& houve diferenca entre os
grupos nos niveis protéicos de CANAL L, SERCA e na razdo SERCA/PLB. Os animais Ob
apresentam niveis protéicos de pPLB Serl6 diminuidos em relacags. aBn@etanto, a
obesidade promoveu aumento da razdo entre pPLB Thrl7 e PLB em relacgqFaguéa

15). Nao houve diferenca na expressao de pPLB Thr 17 e na razéo pPLB Serl6 e PLB entre

0S grupeos.
15 LT[ T[] I e
m ==l == [ ] e @8 [ [ ] pecina
£
g T T —iC
: —|— —‘7 15
Ef 1.01 * 0,
9
o
o
3
7 0.5
@
o
X
(D]
0.0 T T T T

Figura 14. Expressado protéica de SERCA, PLB, CSQ, CANAL L e a razao
SERCA/PLB no miocéardio dos animais controle;s((h=6) e obeso (Qh n=6)
submetidos a 15 semanas de tratamento. Dados expressos em média + desvio padrao.
Teste"t” de Student. * p<0,05 vs;6
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Figura 15. Expressdo protéica de pPLB thr 17, pPLB serl6 e as razbes pPLB
thrl7/PLB e pPLB serl6/PLB no miocardio dos animais controlg (G6) e obeso
(Obys, N=6) submetidos a 15 semanas de tratamento. Dados expressos em média *

desvio padrdo. * p<0,05 vg£Teste't” de Student.

3.2.11- Determinacao do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepético
A Tabela 4 mostra a porcentagem de umidade dos tecidos cardiaco, pulmonar e
hepatico dos ratos;€e Ohs. Os animais Ofg apresentaram menor quantidade de agua no

figado que os animais;£ Entretanto, ndo houve diferenca significativa ear tde agua do

VE, VD, AT e pulméo.
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Tabela 4. Teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico apés

15 semanas
Grupos
Variaveis Ci5(n=9) Obys (n=8)
VE (%) 75,5+0,8 75,2+ 0,6
VD (%) 75,6 1,0 753+1,1
AT (%) 77,6 +1,1 77,7+15
Pulmao (%) 77,4+0,7 77,3+0,6
Figado (%) 68,0+ 1,0 66,4 + 1,0*

Dados expressos em médialesvio padrdo. & controle; Obs submetidos a 15
semanas de tratamento; VE: peso do ventriculo esquerdo; VD: peso do ventriculo
direito; AT: peso do atrio. Testd"“de Student para amostras independentes. *

p<0,05 vs Gs.
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3.3- Obesidade 30 semanas

3.3.1- Composicao dos grupos controle e obeso

Na 302 semana de tratamento apés o inicio da obesidade foram sorteados 12 animais
de cada grupo. Apds a aplicacdo do critério estabelecido para a composi¢do dos grupos de 30
semanas, dez animais do grupo controlg;(6=10) e dez animais do grupo obeso Db

n=10) permaneceram no estudo.

3.3.2- Perfil nutricional

A Tabela 5 mostra o perfil nutricional dos animaige2Oly,. O peso corporal inicial e
final, o ganho de peso, os depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral, a
gordura corporal total, o indice de adiposidade e os niveis de triglicérides foram maiores no
Obszy em relacdo ao 4 Nao houve diferenca significativa entre os grupos nas demais
dosagens séricas. Durante o periodo experimental, ambos os grupos ingeriram quantidade
semelhante de racao, entretanto, a ingestéo caldrica e a eficiéncia alimentar foram maiores nos

animais Oby do que no &.
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Tabela 5. Perfil nutricional apés 30 semanas

Grupos
Variaveis Cs0 (n=10) Ob3p (n=10)
PCI (g) 294 + 12 315 + 14*
PCF (g9) 490 + 33 608 + 22*
Ganho de peso (g) 196 + 23 293 £ 21*
Epididimal (g) 6,1+25 12,0 + 3,0
Retroperitoneal (g) 85+£25 19,4 £ 4,3*
Visceral (g) 45+1,6 12,0 £ 3,0*
Gordura total (g) 19+5 43 + 8*
indice de Adiposidade (%) 3,9+0,9 7,1+1,3*
Ingestédo alimentar (g/dia) 26,1+1,7 259+1,2
Ingestao calorica (kcal/dia) 77,0+49 94,7 £ 4,2*
Eficiéncia alimentar (%) 1,21 + 0,09 1,47 £ 0,12*
Glicose (mg/dL) 157 £ 15 172 £ 21
Triglicérides (mg/dL) 54 +9 93 £ 19*
Colesterol (mg/dL) 71+9 73 +16
HDL (mg/dL) 25+ 4 26 + 4
LDL (mg/dL) 15+ 3 14 +2
Proteina (g/dL) 6,4+0,4 6,7+0,5
NEFA (mmol/L) 0,42 +0,10 0,48 +0,11

Dados expressos em médiaesvio padréo. § controle; Oy obeso submetidos a 30 semanas de
tratamento; PCIl: peso corporal inicial; PCF: peso corporal final; HDL: lipoproteina de alta
intensidade; LDL: lipoproteina de baixa intensidade; NEFA: acidos graxos nao-esterificados. Teste
“t” de Student para amostras independentes. * p<0,05yvs C
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3.3.3- Pressao arterial sistolica

A Figura 16 mostra o resultado da presséo arterial sistélica final realizado nos grupos
Cso € Oly. Nao houve diferenca significativa na pressao arterial sistolica final entre os

grupos, portanto, a obesidade durante 30 semanas néo acarretou hipertenséo arterial.
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Figura 16. Pressao arterial sistélica final dos animais
controle (Go, N=9) e obeso (Qk n=8) submetidos a 30
semanas de tratamento. Dados expressos em média
desvio padrdo. Testet’™ de Student para amostras
independentes. N&o houve diferenca estatistica entre os

grupos.

3.3.4- Teste de tolerancia a glicose

As Figuras 17 e 18 ilustram o resultado do teste de tolerancia a glicose realizado nos
grupos Goe Olyo. Os niveis glicémicos basais foram semelhantes entre os grupos. Entretanto,
apos a administracao intraperitoneal de glicose, a glicemia foi elevada no grigpoo®©b
momentos 15, 30, 60, 90 e 120 em relacdo ao gryp@Qura 17). A area glicémica foi

maior no grupo Ofem relacdo ao 4g(Figura 18).
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Figura 17. Teste de tolerancia a glicose dos animais contralg (C
n=9) e obeso (Qh n=9) submetidos a 30 semanas de tratamento.
Dados expressos em médiadesvio padrdo. Analise de variancia
para o modelo de medidas repetidas em grupos independentes e
testepost-hocde Bonferroni. * p<0,05 vs4&
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Figura 18. Area glicémica, obtida no teste de tolerancia a
glicose, dos animais controle 4Cn=9) e obeso (Qk n=9)
submetidos a 30 semanas de tratamento. Dados expressos
em médiat desvio padrdo. Testet”“de Student para
amostras independentes. * p<0,05 yg C
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3.3.5- indice de resisténcia a insulina
A Figura 19 mostra o resultado do indice HOMA-IR dos grupgaseCOly, Os

animais Oy apresentaram maior indice HOMA-IR do quez.C
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Figura 19. indice HOMA-IR (resisténcia a insulina) dos
animais controle (6, n=9) e obeso (Qk n=9) submetidos

a 30 semanas de tratamento. Dados expressos em inédia
desvio padrdo. Testet’™ de Student para amostras
independentes. * p<0,05 vgL

3.3.6- Analise sérica dos horménios insulina e leptina
A Figura 20 ilustra as dosagens de insulina e leptina dos rag@s @y,. Apds 30
semanas de obesidade os animaigy@presentaram niveis séricos de insulina e leptina

maiores que 0S4
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Figura 20. Niveis séricos de insulina e leptina dos
animais controle (g, n=8) e obeso (Qk n=8)
submetidos a 30 semanas de tratamento. Dados expressos
em médiat desvio padrao. Teste"“de Student para
amostras independentes. * p<0,05 yg C

3.3.7- Andlise sérica dos horménios tireoidianos

As Figuras 21, 22 e 23 mostram as dosagens séricas dos hormonios tireoidianos TSH,
T4 e T3 dos ratos $ge Olyo. Apds 30 semanas de obesidade os animaigdpbesentaram
niveis séricos de T4 menores quesg Blao houve diferenga significativa entre os grupos nas

dosagens de T3 (p=0,12) e TSH (p=0,09).
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Figura 21. Niveis séricos de TSH dos animais controlg,(C
n=6) e obeso (Qf n=6) submetidos a 30 semanas de
tratamento. Dados expressos em méslidesvio padrao.
Teste t’ de Student para amostras independentes. N&o
houve diferenca entre os grupos.
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Figura 22. Niveis séricos de T4 dos animais controlgy,(C
n=6) e obeso (Qf n=6) submetidos a 30 semanas de

tratamento. Dados expressos em méslidesvio padrao.
Teste t” de Student para amostras independentes. * p<0,05

vs G
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Figura 23. Niveis séricos de T3 dos animais controlgy,(C
n=6) e obeso (Qf n=6) submetidos a 30 semanas de
tratamento. Dados expressos em mésidesvio padrao.
Teste t’ de Student para amostras independentes. N&o
houve diferenca entre 0s grupos.
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3.3.8- Estrutura do coragao post mortem

3.3.8.1- Analise macroscopica

A Tabela 6 mostra a estrutura macroscopica cardiaca post numsartos gye Obyo.
Apo6s 30 semanas de obesidade, os animajs dbesentaram maiores pesos do coracao, dos
ventriculos esquerdo e direito, do atrio e do comprimento da tibia do que os anignas C
relagbes coragdo/PCF, VE/PCF e VD/PCF foram diminuidas nos animgj®tbetanto, as
relacdes coracaol/tibia e AT/tibia foram maiores no grupg @b relacdo ao gruposg&Nao
houve diferenca significativa no peso do pulméo e nas relacdes AT/PCF, VE/tibia e VD/tibia

entre 0s grupos.
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Tabela 6. Estrutura macroscopica cardiaca post mortem apos 30 semanas

Grupos
Variaveis Cao (n=10) Ohyo (N=10)
PCF (9) 490 + 33 608 + 22*
tibia (cm) 4,42 +0,12 4,55 +0,11*
Coracao (g) 1,14 £ 0,09 1,28 £0,11*
VE (g) 0,81 + 0,07 0,90 + 0,09*
VD (g) 0,25 +0,03 0,28 + 0,03*
AT (9) 0,08 +0,01 0,10 + 0,01*
Coracao/PCF (mg/qg) 2,34 +£0,19 2,11 +£0,18*
VE/PCF (mg/g) 1,66 +0,18 1,49 + 0,15*
VD/PCF (mg/g) 0,52 + 0,04 0,46 + 0,04*
AT/PCF (mg/g) 0,16 + 0,02 0,16 + 0,02
Coracgéo/tibia (g/cm) 0,26 £ 0,02 0,28 + 0,03*
VE/tibia (g/cm) 0,18 + 0,02 0,20 + 0,02
VDltibia (g/cm) 0,057 0,005 0,062 + 0,006
AT/tibia (g/cm) 0,018 £0,003 0,021 + 0,003*

Dados expressos em médialesvio padrdo. £ controle; Ol obeso submetidos a

30 semanas de tratamento; PCF: peso corporal final; VE: peso do ventriculo esquerdo;
VD: peso do ventriculo direito; AT: peso do atrio; VE/PCF: relacdo do peso do
ventriculo esquerdo pelo peso corporal final; VD/PCF: relacdo do peso do ventriculo
direito pelo peso corporal final; AT/PCF: relagdo do peso do atrio pelo peso corporal
final. VE/tibia: relacdo do peso do ventriculo esquerdo pelo comprimento da tibia;
VD/tibia: relacdo do peso do ventriculo direito pelo comprimento da tibia; AT/tibia:
relacdo do peso do &trio pelo comprimento da tibia. T&stle ‘Student para amostras

independentes. * p<0,05 vg{
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3.3.8.2- Analise microscopica

As Figuras 24 e 25 mostram a area seccional transversa do midécito realizadas no
ventriculo esquerdo dos animaigo@ Oy, Os animais Ofy apresentaram AST dos

fragmentos do VE maior que gdC(Figura 24).
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Figura 24. Seccbes transversas de fragmentos do VE dos
grupos controle (§, n=7) e obeso (Qk n=5) submetidos a

30 semanas de tratamento. Técnica de Reticulina de gémori
40X. Dados expressos em médlidesvio padrdo. Testd"‘de
Student para amostras independentes. * p<0,05ys C

®

Figura 25. Seccbes transversas subendocéardicas do ventriculo esquerdo (VE) dos grupos

controle e obeso submetidos a 30 semanas de tratamfenfoagmento do VE do grupo
controle;B: fragmento do VE do grupo obeso; Técnica de Reticulina de Gémori 40X.
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3.3.9- Expressdo de RNAmM miocardico

As Figuras 26 e 27 ilustram a expressdo do RNAm das proteinas relacionadas com o
transito de calcio miocardico, CANAL L, RyR, SERCA, PLB, NXC e CSQ nos animgis C
Obzp. A expressao génica do CANAL L, da RyR, da SERCA, da PLB, do NCX e da CSQ
foram aumentadas no grupo $9bm relacdo ao 4. Os niveis de RNAm dg-actina, dados

ndo mostrados no texto, foram semelhantes entre os grupos.
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Figura 26. Expressdo génica de CANAL L e RyR no
miocardio dos animais controle ££n=6) e obeso (Qh

n=6) submetidos a 30 semanas de tratamento. Dados
expressos em média + desvio padrdo. Téstale Student.

* p<0,05 vs Go,
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Figura 27. Expresséo génica de SERCA, PLB, NCX e CSQ
no miocardio dos animais controle;(nh=6) e obeso (Qh

n=6) submetidos a 30 semanas de tratamento. Dados
expressos em média + desvio padrdo. Té5tede Student.

* p<0,05 vs Gy,
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3.3.10- Expresséao das proteinas miocardicas

As Figuras 28 e 29 ilustram a expressao das proteinas relacionadas com o transito de
calcio intracelular miocardico dos animaisy€ Oly,. A Figura 28 mostra que a obesidade
nao promoveu alteracdes nos niveis protéicos do CANAL L, da SERCA, da PLB, da CSQ e
na razdo SERCA/PLB. Os animaisdgépresentam niveis protéicos de pPLB Serl6 e a razéo
pPLB Serl6/PLB diminuidos em relacédo ag. ©lao foram observadas alteracdes de pPLB

Thrl7 e arazao pPLB Thr 17/PLB entre os grypazura 29).
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Figura 28. Expressdo protéica de SERCA, PLB, CSQ, CANAL L e a razéo
SERCA/PLB no miocardio dos animais controle(G=6) e obeso (Qg n=6)
submetidos a 30 semanas de tratamento. Dados expressos em média + desvio padrao.
Teste “t” de Student. Nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos.
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Figura 29. Expressdo protéica de pPLB thr 17, pPLB serl6 e as razdes pPLB
thrl7/PLB e pPLB serl6/PLB no miocardio dos animais controjg (G6) e obeso
(Obgg, N=6) submetidos a 30 semanas de tratamento. Dados expressos em média +

desvio padrdo. Test&€ de Student. * p<0,05 vs:6

3.3.11- Determinacéo do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico
A Tabela 7 mostra a porcentagem de umidade dos tecidos cardiaco, pulmonar e
hepatico dos ratossge Olyy. Nao houve diferenca significativa na quantidade de agua no

VE, VD, AT e pulméao. Entretanto, os animais s@Q@presentaram menor teor de agua no

figado que os animaiss&
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Tabela 7. Teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hegpfiso

30 semanas
Grupos
Variaveis Cs0(n=10) Obsp (N=10)
VE (%) 75,6 + 3,4 74,9+0,7
VD (%) 76,0+ 3,4 75,1+0,9
AT (%) 76,1+1,8 76,5+1,9
Pulmao (%) 78,5+0,9 78,3+0,5
Figado (%) 68,1+0,8 66,2 + 1,4*

Dados expressos em médiaesvio padrao. £ controle; Ok, obeso submetidos
a 30 semanas de tratamento; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; AT:
atrio. Teste t” de Student para amostras independentes. * p<0,05vs C
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3.4- Obesidade 45 semanas

3.4.1- Composicao dos grupos controle e obeso

Na 452 semana de tratamento apés o inicio da obesidade foram sorteados 12 animais
de cada grupo. Apos a aplicacéo do critério estabelecido para a composi¢cdo dos grupos de 45
semanas, dez animais do grupo controlg;(6=10) e dez animais do grupo obeso 4Db

n=10) permaneceram no estudo.

3.4.2- Perfil nutricional

A Tabela 8 mostra o perfil nutricional dos animaise€Ohys. O peso corporal inicial e
final, o ganho de peso, os depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral, a
gordura corporal total e o indice de adiposidade foram maiores aa®bue no ¢. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos nas dosagens séricas de glicose, proteina e
lipideos; contudo, a dosagem de triglicérides apresentou um valor de p=0,15. Durante o
periodo experimental, a ingestdo alimentar e caldrica, assim como, a eficiéncia alimentar

foram maiores nos animais lem relacéo .
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Tabela 8. Perfil nutricional apds 45 semanas

Variaveis Cy4s5 (n=10) Obgs (N=10)
PCI (g) 282 + 16 304 + 21*
PCF (g) 513 + 19 609 + 37*
Ganho de peso () 231+21 305 + 25*
Epididimal (g) 6,27 +1,45 12,5+ 2,5*
Retroperitoneal () 10,7+1,6 20,7 £ 6,0*
Visceral () 6,72+1,01 14,4 £ 2,8*
Gordura total (g) 23,7+2,8 47,5 +7,9*
indice de Adiposidade (%) 4,62 +0,51 7,79 £1,12*
Ingestédo alimentar (g/dia) 264+15 24,8 £ 1,6*
Ingestéo caldrica (kcal/dia) 779+44 90,7 £5,8*
Eficiéncia alimentar (%) 0,99+0,10 1,12 £ 0,08*
Glicose (mg/dL) 172 £ 27 168 + 29
Triglicérides (mg/dL) 77 £15 91 +23
Colesterol (mg/dL) 78 £18 79+10
HDL (mg/dL) 28 +3 29+5
LDL (mg/dL) 21+7 17 +4
Proteina (g/dL) 6,6 +0,2 6,7+0,2
NEFA (mmol/L) 0,49 +£0,10 0,55 + 0,07

Dados expressos em médialesvio padrao. & controle; Obs: obeso submetidos a 45 semanas de
tratamento; PCI: peso corporal inicial; PCF: peso corporal final; HDL: lipoproteina de alta
intensidade; LDL: lipoproteina de baixa intensidade; NEFA: acidos graxos nao-esterificados. Teste
“t” de Student para amostras independentes. * p<0,0%vs C
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3.4.3- Pressao arterial sistolica

A Figura 30 mostra o resultado da presséo arterial sistélica final realizado nos grupos
Css € Ohs. Nao houve diferenca significativa na pressao arterial sistolica final entre os

grupos; portanto, a obesidade durante 45 semanas néo acarretou hipertenséo arterial.
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Figura 30. Pressao arterial sistélica final dos animais
controle (Gs, n=10) e obeso (Qh n=10) submetidos a

45 semanas de tratamento. Dados expressos em média
desvio padrdo. Testet’™ de Student para amostras
independentes. N&o houve diferenca estatistica entre os

grupos.

3.4.4- Teste de tolerancia a glicose

As Figuras 31 e 32 ilustram o resultado do teste de tolerancia a glicose realizado nos
grupos Gs e Ohys. Os niveis glicémicos basais e os momentos 15 (p=0,07) e 60 (p=0,09)
minutos apos a administracdo de glicose foram semelhantes entre os grupos. Entretanto, a
glicemia foi elevada no grupo @pnos momentos 30, 90 e 120 em relagédo ao grugpo C

(Figura 31). A area glicémica foi maior no grupo,6#m relacéo ao fs(Figura 32).
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Figura 31. Teste de tolerancia a glicose dos animais controle
(C4s, Nn=9) e obeso (Qb n=8) submetidos a 45 semanas de
tratamento. Dados expressos em médiadesvio padréo.
Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de medidas
repetidas em grupos independentes e complementada com o
testepost-hocde Bonferroni. * p<0,05 vs &
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Figura 32. Area glicémica, obtida no teste de tolerancia a
glicose, dos animais controle 4£n=9) e obeso (Qf n=8)
submetidos a 45 semanas de tratamento. Dados expressos em
médiat+ desvio padrdo. Testd"“de Student para amostras
independentes. * p<0,05 vs:C
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3.4.5- indice de resisténcia a insulina
A Figura 33 mostra o resultado do indice HOMA-IR dos grupgseCOhs. Os

animais Ol apresentaram maior indice HOMA-IR do quese. C
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Figura 33. indice HOMA-IR (resisténcia & insulina) dos
animais controle (£, n=7) e obeso (Qp n=8)
submetidos a 45 semanas de tratamento. Dados expressos
em médiat desvio padrdo. Tested”“de Student para
amostras independentes. * p<0,05 ys C

3.4.6- Analise sérica dos horménios insulina e leptina
A Figura 34 ilustra as dosagens de insulina e leptina dos rag@s @s. Apds 45
semanas de obesidade os animaigs@presentaram niveis séricos de insulina e leptina

maiores que 0S &
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Figura 34. Niveis séricos de insulina e leptina dos
animais controle (&, n=7) e obeso (Qbh n=8)
submetidos a 45 semanas de tratamento. Dados

expressos em média desvio padrdo. Testet”"de
Student para amostras independentes. * p<0,05:vs C

3.4.7- Anadlise sérica dos hormonios tireoidianos
As Figuras 35, 36 e 37 mostram as dosagens séricas dos hormonios tireoidianos TSH,
T4 e T3 dos ratos &£e Ohs. ApGs 45 semanas, a obesidade ndo promoveu diferenca

significativa entre os grupos nas dosagens de TSH (p=0,06), T4 e T3 (p=0,10).
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Figura 35. Niveis séricos de TSH dos animais controle
(C4s, N=6) e obeso (Qk n=6) submetidos a 45 semanas
de tratamento. Dados expressos em médialesvio
padréo. Testet" de Student para amostras independentes.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos.



Resultados

81

T4 (pg/mL)

T3 (pg/mL)

1000006,
750000+
——
5000004
2500004
0 T
Controle Obeso
45 semanas
Figura 36. Niveis séricos de T4 dos animais controlgs,(C
n=6) e obeso (Qf n=6) submetidos a 45 semanas de
tratamento. Dados expressos em méslidesvio padrao.
Teste t’ de Student para amostras independentes. N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 37. Niveis séricos de T3 dos animais controlgs,(C
n=6) e obeso (Qf n=6) submetidos a 45 semanas de
tratamento. Dados expressos em mésdidesvio padrao.
Teste t" de Student para amostras independentes. N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos.
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3.4.8- Estrutura do coracao post mortem

3.4.8.1- Analise macroscopica

A Tabela 9 mostra a estrutura macroscoépica cargiast mortemdos ratos ¢ e
Ohys. ApOs 45 semanas de obesidade, os animajs d@pbesentaram maior peso do coracao,
do atrio e do comprimento da tibia do que os animaisAS relacdes coracdo/PCF e VE/PCF
foram diminuidas nos animais gbentretanto, a relacdo AT/tibia foi maior no grupa,Ob
em relacdo ao grupos62Nao houve diferenca significativa no peso do VD, VE e nas relagdes

VD/PCF, AT/PCF, Coracaoltibia, VE/tibia e VD/tibia entre os grupos.



Resultados

Tabela 9. Estrutura macroscopica cardiaca post nagdsm5 semanas

Grupos
Variaveis Caus (n=10) Ohys (n=10)
PCF (9) 513 +19 609 + 37*
tibia (cm) 4,55 +0,11 4,67 +0,13*
Coracao (g) 1,19 £ 0,08 1,27 £0,07*
VE (g) 0,86 + 0,05 0,90 + 0,05
VD (g) 0,25 +0,03 0,27 £ 0,03
AT (9) 0,08 + 0,02 0,10 + 0,01*
Coracao/PCF (mg/qg) 2,32+0,18 2,09 £0,16*
VE/PCF (mg/g) 1,68 +0,12 1,47 +0,13*
VD/PCF (mg/g) 0,48 + 0,06 0,45 + 0,06
AT/PCF (mg/g) 0,16 + 0,03 0,16 + 0,02
Coracgéo/tibia (g/cm) 0,26 + 0,02 0,27 + 0,02
VE/tibia (g/cm) 0,19 +0,01 0,19 £0,01
VDltibia (g/cm) 0,05 + 0,01 0,06 + 0,01
AT/tibia (g/cm) 0,018 £0,003 0,021 + 0,003*

Dados expressos em médialesvio padrdo. & controle; Obs: obeso submetidos a

45 semanas de tratamento; PCF: peso corporal final; VE: peso do ventriculo esquerdo;
VD: peso do ventriculo direito; AT: peso do atrio; VE/PCF: relacdo do peso do
ventriculo esquerdo pelo peso corporal final; VD/PCF: relacdo do peso do ventriculo
direito pelo peso corporal final; AT/PCF: relagdo do peso do atrio pelo peso corporal
final. VE/tibia: relacdo do peso do ventriculo esquerdo pelo comprimento da tibia;
VD/tibia: relacdo do peso do ventriculo direito pelo comprimento da tibia; AT/tibia:
relacdo do peso do &trio pelo comprimento da tibia. T&stle ‘Student para amostras
independentes. * p<0,05 vgC

3.4.8.2- Analise microscopica
As Figuras 38 e 39 mostram a area seccional transversa do midécito realizadas no
ventriculo esquerdo dos animaigs@ Ohis. Nao houve diferenca significativa na area

seccional do midcito dos fragmentos do VE entre os dois grupos (Figura 38).
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Figura 38. Seccdes transversas de fragmentos do VE
dos grupos controle (& n=8) e obeso (Qh n=6)
submetidos & 45 semanas de tratamento. Técnica de
Reticulina de gémori 40X. Dados expressos em média
+ desvio padrdo. Testd"“de Student para amostras
independentes. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos.

®

Figura 39. Seccdes transversas subendocardicas do ventriculo esquerdo (VE) dos grupos
controle e obeso submetidos a 45 semanas de tratardenfragmento do VE do grupo
controle;B: fraamento do VE do arupo obeso; Técnie Reticulina de gémori 40>

3.4.9- Expressao de RNAmM miocérdico
As Figuras 40 e 41 ilustram a expressao do RNAm das proteinas relacionadas com o
transito de calcio miocardico, CANAL L, RyR, SERCA, PLB, NXC e CSQ nos animae C
Ohys. Apds 45 semanas, a obesidade promoveu diminuicdo do RNAm da SERCA, da CSQ e
do NCX em relagédo ao € (Figuras 40 e 41). A obesidade ndo promoveu alteragbes na
expressao génica da PLB, do CANAL L (p=0,11) e da RyR. Os niveis de RNA+adiiaa,

dados ndo mostrados, foram semelhantes entre os grupos.
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Figura 40. Expressdo génica de CANAL L e RyR no
miocéardio dos animais controle 4-n=6) e obeso (Qb
n=6) submetidos a 45 semanas de tratamento. Dados
expressos em média * desvio padrdo. Teéste de
Student. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 41. Expresséo génica de SERCA, PLB, NCX e
CSQ no miocardio dos animais controle,{(h=6) e
obeso (O, n=6) submetidos a 45 semanas de
tratamento. Dados expressos em média = desvio

padrdo. * p<0,05 vs f Teste"t” de Student.
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3.4.10- Expresséao de proteinas miocardicas

As Figuras 42 e 43 ilustram a expressao das proteinas relacionadas com o transito de
calcio intracelular miocardico dos grupogs@ Ohys. As Figuras 42 e 43 mostram que a
obesidade ndo promoveu alteracfes nos niveis protéicos do CANAL L, da SERCA, da PLB

(p=0,10), da CSQ, da pPLB Serl6, pPLB Thrl7 e as raz6es SERCA/PLB, pPLB Serl6/PLB

e razdo pPLB Thr17/PLB em relacdo a@.C
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Figura 42. Expressao protéica de SERCA, PLB, CSQ, CANAL L e a razao
SERCA/PLB no miocardio dos animais controles(G=6) e obeso (Qf n=6)
submetidos a 45 semanas de tratamento. Dados expressos em média + desvio padrao.
Teste"t” de StudentNao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 43. Expressédo protéica de pPLB thr 17, pPLB serl6 e as razdes pPLB
thrl7/PLB e pPLB serl6/PLB no miocardio dos animais animais contrgye (C
n=6) e obeso (Qb n=6) submetidos a 45 semanas de tratamento. Dados
expressos em média + desvio padi@ste't” de Student. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos.

3.4.11- Determinacao do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepético
A Tabela 10 mostra a porcentagem de umidade dos tecidos dos s##d3ks. Apos

45 semanas de tratamento, ndo houve diferenca significativa no teor de agua do VE, VD, AT,

pulméao e figado entre os grupos.
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Tabela 10. Teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico apos
45 semanas
Grupos

Variaveis C4s5 (n=10) Ohys (n=10)

VE (%) 72,7+2,8 75,1+2,2

VD (%) 73,9 +32 748+21

AT (%) 74,6 + 4,4 76,6 +2,1
Pulmao (%) 77,3+0,8 77,5+0,9
Figado (%) 67,5+15 67,1+0,7

Dados expressos em médiaesvio padrdo. & controle; Obs: obeso submetidos a
45 semanas de tratamento; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; AT:
atrio. Teste t” de Student para amostras independentes. * p<0,0%svs C
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3.5- Comparacdo entre os grupos controles e obesos ap6s 15, 30 e 45 semanas de

tratamento

3.5.1- Composicao dos grupos controle e obeso
Os grupos 15, 30 e 45 semanas, ap0s a aplicacdo do critério, foram constituidos,
respectivamente, como referidos anteriormentegeng9, Ohks, N=8,Cz, =10, OBy, N=10,

Css nN=10e Ob5, n=10.

3.5.2- Perfil nutricional

A Tabela 11 mostra o perfil nutricional dos animaig Cso, C45 Obys, Obsg, € Ohs. A
comparacao entre os trés momentos, fixados os grupos, esta descrita a seguir. O PCI, a
ingestao alimentar e caldrica, os depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal, visceral, a
gordura corporal total, o indice de adiposidade, os valores séricos de glicose e de NEFA
foram semelhantes entre os grupos controles nos trés momentos. Entretanto, o PCF, o ganho
de peso, a eficiéncia alimentar, triglicérides, colesterol, HDL, LDL e proteina foram
diferentes entres os grupos controles ao longo do tempo. Enquanto a proteina foi mgjor no C
e Gpem relacdo ao fg a eficiéncia alimentar diminuiu ao longo do tempo entre os animais
controle (Gs < Cgp < Ci5). O PCF foi maior no & em relacdo ao {5 enquanto que o ganho
de peso e o LDL foram maiores nas@m relacdo ao & e 0 Go. A dosagem sérica de
triglicérides foi menor no £ em relacdo ao £, entretanto, o colesterol e o HDL foram

elevados no £ em relacdo ao .

O tempo de exposicdo a obesidade acarretou aumento no peso corporal final e no
ganho de peso dos animaisz@b Ohsem relacdo ao Qb A duracdo da obesidade nao foi
capaz de promover alteracdes nos depositos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral,
na gordura corporal total, no indice de adiposidade, na ingestdo alimentar e no consumo

calérico. Entretanto, a eficiéncia alimentar diminuiu ao longo do tempg $0Bkyo > Ohys).
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O tempo de exposicdo a obesidade acarretou aumento dos niveis de proteinas nozgrupo Ob
em relacdo aos animais gbNao foram observadas alteracdes na glicose, no triglicérides, no

colesterol, no HDL, no LDL, e NEFA entre os ratos obesos.

A comparacao entre os dois grupos, fixados os momentos, mostra que o PCI, o PCF, o
ganho de peso, a ingestdo calorica, os depositos de gordura epididimal, retroperitoneal e
visceral, a gordura corporal total e o indice de adiposidade foram maiores nos grupos Ob em
relacdo aos respectivos controles nos trés periodos de tratamento. A ingestdo alimentar, a
glicose, o HDL e o NEFA séricos nao apresentaram diferenca estatistica entre os dois grupos
nos trés momentos. A eficiéncia alimentar e os niveis de triglicérides foram maiores no Ob do
gue no C nos momentos 15 e 30 semanas. A obesidade durante 15 semanas acarretou aument
nos niveis de colesterol e proteinas séricos, entretanto, os niveis de LDL foram diminuidos

nos animais Ofg em relagéo ao fs
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Tabela 11. Perfil nutricional apos 15, 30 e 45 semanas
Tratamento
Variaveis Grupos 15 sem 30 sem 45 sem
C 276 + 182 294 + 122 282 + 162
PCI (9)
Ob 314 + 18" 315 + 14° 304 + 21"
C 459 + 182 490 + 332 513 + 1§2
PCF (9)
Ob 568 + 44" 608 + 25° 609 + 37°
C 183 + 242 196 + 232 231 + 22
Ganho de Peso (g)
Ob 254 + 38° 293 + 2F° 305 + 25°
C 25,4 + 1,12 26,1+1,7° 26,4 +1,5°
Ingestao alimentar (g/dia)
Ob 25,9+ 2 42 259 +1,2 24.8+1,6°
C 75,1 + 3,12 77,0 + 4,62 77,9 + 4 42
Ingestéo Caldrica (Kcal/dia)
Ob 94,6 + 7,5° 94,7 + 4,2° 90,7 + 5,8°
C 2,3+0,2° 1,2+0,% 1,0+0,t2
Eficiéncia alimentar (%)
Ob 26+03° 1,5+0,%° 1,1 +0,f?
C 7.1+ 1.8 6,1+252 6,3+1,5%
Epididimal (g)
Ob 13,7 + 4,1° 12,0+ 3,0° 12,5 +2,5°
C 7,5+1,6 8,5+252 11 +2°
Retroperitoneal (Q)
Ob 19,3 +8,5° 19,4 + 4,2 21 +6°
C 55+ 0,9 45+1,6° 6,7+1,62
Visceral (g)
Ob 12,5 + 4,8° 12,0+ 3,0° 14,4 + 2,8
C 20 + 32 19 + 89 24 + 32
Gordura corporal total ()
Ob 46 +17° 43 + 8° 48 + 8°
) C 4,4 +0,6° 3,9+0,9 4,6 +0,5%
Indice de Adiposidade (%)
Ob 79+24° 71+14%° 78+11°
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Tabela 11. Perfil nutricional ap6s 15, 30 e 45 semanas “continua”

C 163 + 222 157 + 18@ 172 + 27%
Glicose (mg/dl)
Ob 176 + 182 172 + 242 168 + 29%
C 61 + 1182 54 + 92 77 + 182
Triglicérides (mg/dl)
Ob 80 + 18° 93 +19° 91 + 232
C 56 + 92 71+ 9% 78 + 18
Colesterol (mg/dl)
Ob 74 + 1£° 73 + 16% 79 +10%
C 22 + 32 25 + 482 28 + %2
HDL (mg/dl)
Ob 26 + 52 26 + 42 29 + g%
C 14 + 42 15 + 3@ 21+ %
LDL (mg/dl)
Ob 15 + 42 14 + 22 17 + 4°
C 5,9 + 0,3 6,4 + 0,42 6,6 +0,3%
Proteina (g/dL)
Ob 6,3+0,2° 6,7 +0,582 6,7 + 0,252
C 0,44 +0,08? 0,42 +0,16% 0,49 + 0,167

NEFA (mmol/L)
Ob 0,48 + 0,142 0,48 + 0,142 0,55 + 0,07

Dados expressos em médialesvio-padrao. C: grupo controle submetido a dieta normocalérica por 15 (C; n= 9, 30 (C;

n= 10) e 45 (C; n= 10) semanas de tratamento; Ob: grupo obeso submetido a dieta hipercalérica por 15 (Ob; n= 8), 30
(Ob; n= 10) e 45 (Ob; n= 10) semanas de tratamento; PCIl: peso corporal inicial; PCF: peso corporal final; HDL:
lipoproteina de alta intensidade; LDL: lipoproteina de baixa intensidade; NEFA: acidos graxos ndo-esterificados. Letra
maiulscula indica comparagdo entre os momentos fixado o grupo; letra mindscula indica comparagao entre 0s grupos
fixado o momento. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05). Analise de variancia (ANOVA) two way
para grupos independentes, complementada com o teste de comparag¢des mdltiplas de Bonferroni.

3.5.3- Presséo arterial sistolica
A Figura 44 mostra o resultado da presséo arterial sistélica final realizado nos animais
Cis Cso, Cs5, Obys, Obio, € Ohs. Os grupos controles e obesos n&o apresentaram diferenca

estatistica intra e entre grupos em todos os momentos estudados.
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Figura 44. Pressdo arterial sistdlica final dos animais
controle (Gs, n= 9; Gg, n= 10; Gs, n= 10) e obeso (Qh

n= 8; Ok, n= 10; Obs, Nn=10) submetidos a 15, 30 e 45
semanas de tratamento. Dados expressos em médgvio
padrdo. Analise de variancia (ANOVA) two way para
grupos independentes, complementada com o pestehoc

de Bonferroni. Nao houve diferenga estatistica entre os

grupos.

3.5.4- Teste de tolerancia a glicose

A Figura 45 ilustra o resultado da area glicémica do teste de tolerancia a glicose
realizado nos animais;§ Cso, Cy45 Obys, Obysg, € Ohs. A area glicémica foi maior nos grupos
Obys, Obyg, € Ohs em relagcdo aos seus respectivos grupos controles. O tempo de exposicao

nao promoveu alteracdo na variavel nos momentos estudados nos dois grupos.
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Figura 45. Area glicémica, obtida no teste de tolerancia a
glicose, dos animais controleCn=8; Gy, n=9; G5, N=9) e
obeso (Oky, n= 8; Ohy, n=9; Ohs, N= 8) submetidos a 15, 30

e 45 semanas de tratamento. Dados expressos em inédia
desvio padrao. Analise de variancia (ANOVA) two way para
grupos independentes, complementada com o pestehoc

de Bonferroni. * p<0,05 vs C.

3.5.5- indice de resisténcia a insulina

A Figura 46 mostra o resultado do indice HOMA-IR nos grupes @, Css Obys,
Obso, € Ohs. O indice HOMA-IR foi maior nos grupos @be Ohs em relagdo aos seus
respectivos grupos controles; entretanto, ndo foi possivel mostrar diferenca nesta variavel
entre os grupos Qpe G (p= 0,054). A duracdo da obesidade acarretou aumento do indice
HOMA-IR nos animais Ofg em relacdo aos @pe Olyy. Entretanto, ndo foram observadas

alteracdes deste indice entre os grupos controle ao longo do tempo.
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Figura 46. indice HOMA-IR (resisténcia a insulina)
dos animais controle ¢ n=8; Go, N=9; G5, N=7) e
obeso (Olg, n= 8; Oy, N=9; Ohs, n= 8) submetidos a

15, 30 e 45 semanas de tratamento. Dados expressos em
médiat desvio padrdo. Andlise de variancia (ANOVA)
two way para grupos independentes, complementada
com o testgost-hocde Bonferroni. * p<0,05 vs €.p<

0,05 vs intra-grupo.

3.5.6- Analise sérica dos horménios insulina e leptina
A Figura 47 ilustra o resultado sérico de insulina realizado nos grugo€s6; Cas,
Obys, Obyp, € Ohs. A Figura 47 mostra que a insulina aumentou nos animaise@®brelacao
ao Ohs e Olyy. O mesmo comportamento foi visualizado nos animais controle ao longo do
tempo. A comparacgao entre os grupos, fixados os momentos, mostra que os niveis de insulina

sérica foram maiores nos grupos;§)Bhs e Ohs em relacdo aos respectivos controles.

A Figura 48 ilustra o resultado sérico de leptina realizado nos grupo€4; Cas,
Obys, Obso, € Ohs. O tempo de exposicdo a obesidade promoveu aumento da leptina nos
grupos Oblsem relacdo ao Qb entretanto ndo foi possivel mostrar diferenca estatistica entre
0s grupos Ofg versus Ok (p=0,055) e Ok versus Oy (p=0,09). Nos animais controles, o
tempo ndo promoveu alteracbes nos niveis de leptina. Fixados os momentos, 0s niveis sericos

de leptina foram maiores nos grupos obesos em relagdo aos respectivos grupos controles.
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Figura 47. Niveis séricos de insulina dos animais
controle (Gs, n= 8; Go, n= 8; Gg, N=7) e obeso (Qh

n= 8; Ok, n= 8; Ok, n= 8) submetidos a 15, 30 e 45
semanas de tratamento. Dados expressos em média
desvio padrao. Analise de variancia (ANOVA) two way
para grupos independentes, complementada com o teste
post-hocde Bonferroni. * p<0,05 vs C.p< 0,05 vs
intra-grupo.
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Figura 48. Niveis séricos de leptina dos animais controle
(Cis N=8; Go, N= 8; G5, n= 7) e obeso (Qh n= 8; OR,,

n= 8; Ohs, n= 8) submetidos a 15, 30 e 45 semanas de
tratamento. Dados expressos em méslidesvio padrao.
Andlise de varidncia (ANOVA) two way para grupos
independentes, complementada com o testst-hoc de
Bonferroni. * p<0,05 vs C’.p< 0,05 vs intra-grupo.
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3.5.7- Analise sérica dos hormonios tireoidianos

As Figuras 49, 50 e 51 mostram as dosagens séricas dos hormonios tireoidianos TSH,
T4 e T3 realizado nos gruposisCCso, Css Obys, Oy, € Ohs. A Figura 49 mostra que
duracdo da obesidade aumentou os niveis de TSH do grupoe@brelacdo ao Qf
entretanto, a elevacdo dos niveis de TSH néo ocorreu de modo significante entre os grupos
Obzo € Ohs (p=0,10). Nao houve diferenca estatistica nos niveis de TSH entre 0s grupos
controles ao longo do tempo. Fixados os momentos, os niveis de TSH foram diminuidos no
grupo Ohls em relacdo ao {g entretanto, houve aumento no TSH no grupgs@m relagéao
Cys.

A Figura 50 mostra que os niveis de T4 foram menores nos animgisidgue os
Oby;s. N&@o foi possivel mostrar diferenca estatistica no T4 entre os grupes @i,
(p=0,06). Os animais controle apresentaram niveis similares de T4 ao longo dos periodos de
tratamento. A comparagao entre 0s grupos controle e obeso, fixado o0 momento, mostra que
ndo houve alteracdes nos niveis de T4 nos grupes €OBhs em relacdo aos respectivos
controles; entretanto, ndo foi possivel mostrar diferenca estatistica entre os angyaiSOb
(p= 0,06).

A Figura 51 ilustra que os animais Qbpresentaram elevacdo dos niveis de T3 em
relacdo ao grupo @b Além disso, ndo foi possivel mostrar diferenca estatistica no T3 entre
0s grupos Ok e Olyo (p=0,06). Nos grupos controles, houve diminuicdo do T3 fce
relagdo ao @. Fixados os momentos, embora a andlise estatistica ndo tenha mostrado
diferenca nos valores de T3 entre 0500y e Ohys e 0s respectivos controles, o resultado
deste teste apresentou 0s seguintes niveis de significancia, p=0,07, p=0,11 e p=0,06,

respectivamente.
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Figura 49. Niveis séricos de TSH dos animais controle
(Cis Cso € Gis) € obeso (O, Obyge Ohys) submetidos
a 15, 30 e 45 semanas de tratamento. n= 6 animais por
grupo. Dados expressos em médiadesvio padrao.
Analise de variancia (ANOVA) two way para grupos
independentes, complementada com o fesgt-hocde
Bonferroni. * p<0,05 vs C.p< 0,05 vs intra-grupo.
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Figura 50. Niveis séricos de T4 dos animais controle
(Ci5 Cso € Gis) € obeso (Oh, Obyge Ohys) submetidos

a 15, 30 e 45 semanas de tratamento. n= 6 animais por
grupo. Dados expressos em meédialesvio padrao.
Andlise de variancia (ANOVA) two way para grupos
independentes, complementada com o fesst-hocde
Bonferroni. Nao houve diferenca estatistica entre os
gruposp< 0,05 vs intra-grupo.
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Figura 51. Niveis séricos de T3 dos animais controle4,(C

Csp e Gs) e obeso (Ofg, Obzye Ohys) submetidos a 15, 30 e

45 semanas de tratamento. n= 6 animais por grupo. Dados
expressos em médiadesvio padrdo. Analise de variancia
(ANOVA) two way para grupos independentes,
complementada com o tespest-hocde Bonferroni. Nao
houve diferenca estatistica entre os grupgss< 0,05 vs
intra-grupo.

3.5.8- Estrutura do coracdo post mortem

3.5.8.1- Analise macroscopica

A Tabela 12 mostra a estrutura macroscopica cargi@stamortendos ratos &, Cso,
Cy5 Obys, Obyp, € Ohis. A comparacgéo entre os trés momentos, fixados os grupos, esta descrita
a seguir. Os pesos do coracao, VE, VD, atrio e as relagbes coracao/PCF, VE/PCF, VD/PCF,
coracaoltibia, VE/tibia, VD/tibia e AT/tibia foram semelhantes entre os grupos controles nos
trés momentos. O comprimento da tibia e a relacdo AT/PCF apresentaram comportamento
diferente entre os grupos controles. Enquanto o comprimento da tibia foi maior no ggupo C
do que os Ge Gy, a relagdo AT/PCF foi diminuida nos animaig€Cisem relacdo ao &

O tempo de exposi¢do a obesidade mostrou alteracdo no comprimento da tibia entre os
animais obesos (@b< Ohzy < Ohys). A relagédo coracdo/PCF foi maior nos animaigs@b

que os animais Qp e Ohs, entretanto, as relacbes VE/PCF, AT/PCF e AT/tibia foram



Resultados 100

diminuidas nos animais @je Ohs versus o Ok. Houve diminuicdo nas relacdes VD/PCF,
coracaol/tibia e VE/tibia entre os grupos £ Ohs (Obys < Obys). O tempo de exposicéo a
obesidade ndo promoveu alteragdes nos pesos do coracéo, VE, VD, AT e na relagédo VD/tibia.
A comparacdo entre os dois grupos, fixados os momentos, mostra que o VD, AT e a
relacdo AT/tibia foram maiores nos grupos Ob em relacdo aos respectivos controles nos trés
periodos de tratamento. Os pesos do coracdo, do VE e as relacdes coracaol/tibia e VE/tibia
foram maiores no Ob do que no C nos momentos 15 e 30 semanas. Enquanto a obesidade
durante 30 e 45 semanas acarretou aumento no comprimento da tibia, as relacdes
coracdo/PCF e VE/PCF foram diminuidas nos mesmos periodos entre os grupos. A relacao
VDl/tibia foi maior nos animais Qbdo que o G, entretanto, obesidade durante 30 semanas
promoveu diminuicdo na relacdo VD/PCF em relacgd® Bao houve diferenca estatistica

entre os dois grupos nos trés momentos na relacao AT/PCF.
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Tabela 12. Estrutura macroscopica cardiaca post mapem 15, 30 e 45 semanas
Tratamento
Variaveis Grupos 15 sem 30 sem 45 sem
C 459 + 182 490 + 3352 513 + 1§2
PCF (g)
Ob 568 + 44" 608 + 25° 609 + 37°
C 4,38 + 0,072 4,42 + 0,127 4,55 +0,1%
tibia (cm)
Ob 4,42 + 0,070 455+0,1%° 4,67 +0,15°
C 1,13+0,1%8 1,14 + 0,082 1,19 + 0,082
Coracao (g)
Ob 1,35 + 0,08° 1,28 +0,14° 1,27 + 0,072
C 0,80 + 0,09% 0,81 + 0,07 0,86 + 0,052
VE (9) X
Ob 0,95 + 0,05 0,90 + 0,08° 0,90 + 0,082
C 0,24 + 0,022 0,25 + 0,082 0,25 + 0,082
VD (9) ) ) )
Ob 0,29 + 0,02 0,28 + 0,03 0,27 + 0,03
C 0,09 + 0,0%% 0,08 + 0,042 0,08 + 0,022
AT (g) b b b
Ob 0,11 + 0,0% 0,10 + 0,0% 0,10 + 0,0%
C 2.46 +0,19° 2.34 +0,18° 2.32+0,18
Coracao/PCF (mg/qg)
Ob 2,39 + 0,24* 2,11 +0,18° 2,09 +0,168°
C 1,74 + 0,172 1,66 + 0,18 1,68 + 0,122
VE/PCF (mg/qg)
Ob 1,69 + 0,182 1,49 +0,18° 1,47 +0,18°
C 0,52 + 0,06% 0,52 + 0,04% 0,48 + 0,062
VD/PCF (mg/g)
Ob 0,51 + 0,05% 0,46 + 0,04°° 0,45 + 0,082
C 0,20 + 0,022 0,16 + 0,022 0,16 + 0,08
AT/PCF (mg/q)
Ob 0,19 + 0,022 0,16 + 0,022 0,16 + 0,022
C 0,26 + 0,022 0,26 + 0,022 0,26 + 0,022
Coracaoltibia (g/cm)
Ob 0,30 + 0,02° 0,28 +0,08%° 0,27 +0,08?
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Tabela 12. Estrutura macroscopica cardipoat mortenapos 15, 30 e 45 semanas “continua”

C 0,18 + 0,022 0,18 + 0,022 0,19 + 0,042
VE/tibia (g/cm)
Ob 0,22+0,0f°  0,20+0,02%° 0,19 + 0,0%?
C 0,06 + 0,0%* 0,06 + 0,0%* 0,05 + 0,0%®
VDl/tibia (g/cm)
Ob 0,07 + 0,01° 0,06 + 0,0%* 0,06 + 0,0%*
C 0,021 + 0,008 0,018 +0,008 0,018 + 0,008

AT/tibia (g/cm)
Ob 0,025+ 0,002 0,021 +0,009 0,021 +0,00%

Dados expressos em médialesvio-padréo. C: grupo controle submetido a dieta normocalérica por 15 (C; n=9),

30 (C; n=10) e 45 (C; n= 10) semanas de tratamento; Ob: grupo obeso submetido a dieta hipercalérica por 15 (Ob;
n= 8), 30 (Ob; n= 10) e 45 (Ob; n= 10) semanas de tratamento. PCF: peso corporal final; VE: peso do ventriculo
esquerdo; VD: peso do ventriculo direito; AT: peso do atrio; VE/PCF: relacao do peso do ventriculo esquerdo pelo
peso corporal final; VD/PCF: relacdo do peso do ventriculo direito pelo peso corporal final; AT/PCF: relacdo do
peso do atrio pelo peso corporal final. VE/tibia: relacdo do peso do ventriculo esquerdo pelo comprimento da tibia;
VDltibia: relacdo do peso do ventriculo direito pelo comprimento da tibia; AT/tibia: relacdo do peso do atrio pelo
comprimento da tibia. Letra mailscula indica comparacdo entre os momentos fixado o grupo; letra minidscula
indica comparacédo entre os grupos fixado o momento. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).
Analise de variancia (ANOVA) two way para grupos independentes, complementada com o teste de comparacgfes

multiplas de Bonferroni.

3.5.8.2- Analise microscopica

A Figura 52 mostra os resultados da area seccional transversa do miécito realizadas no
ventriculo esquerdo dos ratogsCCsy, Css, Obys, Obzy € Ohs. O tempo de exposicdo a
obesidade nao influenciou a area seccional do midcito dos fragmentos do VE nos animais
obesos. O mesmo comportamento foi visualizado nos animais controles. Na 302 semana de
tratamento, 0s animais obesos apresentaram elevacdo na area seccional do miécito dos
fragmentos de VE em relacdo ao controle. Entretanto, os animai® Qa5 apresentaram

areas seccionais semelhantes em relacdo aos respectivos controles.



Resultados 103

1000 .
* s Ob

750- T
<«
S
2 500 1 T
l_
(7))
<

250-

0

15 30 45
semanas

Figura 52. Area seccional transversa dos midcitos (AST)
realizada em fragmentos do ventriculo esquerdo de animais
controle (Gs= 9; Go= 7; Cis= 8) e obeso (Ok= 8; Oly= 5;
Obys= 6) submetidos a 15, 30 e 45 semanas de tratamento.
Dados expressos em média desvio padrdo. Andlise de
variancia (ANOVA) two way para grupos independentes e
complementada com o tegiest-hocde Bonferroni. * p<0,05

vs C.

3.5.9- Expressao de RNAm miocardico

A Figura 53 ilustra a expressdo do RNAm das proteinas relacionadas com o transito de
calcio miocardico, CANAL L, RyR, SERCA, PLB, NXC e CSQ dos ratgs Gso, C45 Obys,
Obzo € Ohs. A comparacao entre os trés momentos, fixados 0s grupos, esta descrita a seguir.
O tempo de exposicao a obesidade acarretou aumento dos niveis de RNAm do CANAL L, da
RyR, da SERCA, da PLB, do NCX e da CSQ no grupg,®m relacdo ao Qbe Ohs.
Além disso, os niveis de SERCA e PLB foram maiores no grupoeBbrelacdo ao Qb

A comparacdo entre os dois grupos, fixados os momentos, mostra que os niveis de
RNAmM da SERCA, do NCX e da CSQ foram diminuidos no grupg ©l©hs em relacdo
aos respectivos controles, entretanto na 302 semana de obesidade os niveis de SERCA, do
NCX e da CSQ foram elevados em relacdo g9 & PLB e o CANAL L apresentaram
menores niveis de RNAmM na 152 semana de obesidade do gyeconfido, 302 semana de
obesidade houve aumento das duas variaveis veggusNao foram observadas diferencas

nos niveis de PLB e CANAL L entre os grupos na 452 semana. A obesidade durante 30
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semanas acarretou aumento no RNAmM da RyR versyg, er@retanto, ndo houve diferenca

significativa na 152 e 452 semana entre 0s grupos.
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Figura 53. Expressdo génica de SERCA, PLB, RyR, CANAL L, NCX e CSQ normalizadog{aetina no

miocardio dos animais controles;{CCs € Gis) € obeso (O, Obzpe Ohys) submetidos a 15, 30 e 45 semanas

de tratamento. n= 6 animais por grupo. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo relativos aos
respectivos grupos controles. Analise de variancia (ANOVA) two way para grupos independentes,
complementada com o tegtest-hocde Bonferroni. * p<0,05 vs ¢.p< 0,05 vs intra-grupo.
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A Tabela 13 mostra os resultados da analise da associacao linear de Pearson realizada
em todos os animais deste estudo. N&do foram observadas correlacdes significativas entre as

concentracdes de T3 e os niveis de RNAmM de SERCA, PLB, RyR, NCX e CANAL L.

Tabela 13. Medida de associacao linear de Pearson entre os niveis de T3 e expressao génica

T3
RNAmM Correlacao Linear Valor de p
SERCA 0,021 P=0,89
PLB 0,056 P=0,74
RyR 0,040 P=0,81
NCX 0,254 P=0,14
CANAL L 0,168 P=0,33

SERCA: ATPase de Cado reticulo sarcoplasmatico; PLB: Fosfolambam; RyR: Receptor de Rianodina;
NCX: Trocador N& Ca'>.

3.5.10- Expresséao de proteinas miocardicas

As Figuras 54 e 55 ilustram a expressao das proteinas relacionadas com o transito de
calcio intracelular miocardico dos ratogsCso, Cs5 Obys, Ol € Ohys. A comparacéo entre
os trés momentos, fixados 0s grupos, esta descrita a seguir.

As Figuras 54 e 55 mostram que ndo foram observadas diferencas significativas na
expressado proteica de CANAL L, SERCA, PLB, CSQ, pPLB Thrl7 e nas razoes
SERCA/PLB e pPLB Thrl7/PLB entre os grupos obesos. Entretanto, o tempo de exposicdo a
obesidade acarretou aumento nos niveis da pPLB Serl6 no grypen®ielacdo ao Qbe
Obgp. Além disso, houve aumento da razdo pPLB Serl6/PLB entre os grupos obegos (Ob
Obxso).

A comparacéo entre os dois grupos, fixados os momentos, mostra que a obesidade

durante 15 e 30 semanas promoveu diminuicdo nos niveis de pPLB Serl6 versus 0s
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respectivos controles; entretanto, ndo houve diferenca estatistica da pPLB Serl6 entre os
grupos na 452 semana. A razao pPLB Serl6/PLB foi diminuida no gryper®lelacédo ao
respectivo controle, contudo a obesidade durante 15 e 45 semanas, nao acarretou diferencgas
significativas nesta variavel entre os grupos. A obesidade, apos 15, 30 e 45 semanas, nao
promoveu alteracfes na expressao protéica de SERCA, PLB, CSQ, CANAL L, PLB Thrl7 e

nas razées SERCA/PLB e PLB Thrl17/PLB em relacdo aos respectivos controles.
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Figura 54. Expressao protéica de SERCA, PLB, CSQ CANAL L e razdo SERCA/PLB normalizadds pela
actina no miocardio dos animais controlegs(Cs € Cs) € obeso (O, Obpe Ohys) submetidos a 15, 30 e

45 semanas de tratamento. n= 6 animais por grupo n. Dados expressos em média + desvio padrao relativos
aos respectivos grupos controles. Analise de variancia (ANOVA) two way para grupos independentes,
complementada com o tesgtest-hocde Bonferroni. * p<0,05 vs ¢.p< 0,05 vs intra-grupo.
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Figura 55. Expressao protéica de pPLB Serl6, pPLB Thrl7 e as raz6es pPLB Serl6/PLB e pPLB Thrl17/PLB
normalizados pel@-actina no miocardio dos animais controlegs(Cso € Gs) e obeso (Ofg, Obzye Ohys)
submetidos a 15, 30 e 45 semanas de tratamento. n= 6 animais por grupo. Dados expressos em média +
desvio padrdo relativos aos respectivos grupos controles. Analise de variancia (ANOVA) two way para
grupos independentes, complementada com opestehocde Bonferroni. * p<0,05 vs ¢.p< 0,05 vs intra-

grupo.

3.5.11- Determinacéo do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico

A Tabela 14 mostra a porcentagem de umidade dos tecidos dos 1gt@50CCus,
Obys, Olio, € Ohs. A comparacao entre os trés momentos, fixados 0s grupos, esta descrita a
seguir. O teor de agua no VE, VD e figado foram semelhantes entre os grupos controles nos
trés momentos. Entretanto, a porcentagem de agua no atrio foi mengy evo €@lacédo ao

Cys. O teor de agua no pulmao foi maior ng €m relacéo ao e Cs.
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O tempo de exposicdo a obesidade acarretou aumento no teor de agua do pulméo entre
0S grupos obesos (@pb> Obs). A duragdo da obesidade néo foi capaz de promover
mudancas na quantidade de agua dos VE, VD, AT e figado.

A comparacédo entre os dois grupos, fixados os momentos, mostra que o teor de agua
no figado foi menor nos grupos @ Olyy em relagéo aos respectivos controles. Entretanto,

a obesidade durante 45 semanas nao foi capaz de promover alteracbes no teor de agua nc
figado entre os grupos. As quantidades de agua no VE, VD, atrio e pulmao foram similares

entre os dois grupos nos trés momentos de avaliacao.

Tabela 14. Teor de agua nos tecidos cardiacos, pulmonar e hepatico apds 15, 30 e 45 semana:s

Tratamento

Variaveis Grupos 15 sem 30 sem 45 sem

C 755+08 756+34% 727+28

VE (%)
Ob 752+0,6% 749+07% 751+222
C 756+1,0°8 760+34 739+32°
VD (%)
Ob 753+1,0% 751+09 748=+2 1%
C 776+1,% 76,1+18% 746+44%
AT (%)

Ob 777+15 765+19 766+21

C 774+07 785+08 77,3+0,8
Pulmé&o (%)
Ob 773+06% 783+058* 775+0,4°

C 68,0+1,0° 681+08 675+15°%
Figado (%)
Ob 664+10° 662+14° 67,1+07°

Dados expressos em médiaesvio-padrao. C: grupo controle submetido a dieta normocaldrica por 15 (C; n=

9), 30 (C; n=10) e 45 (C; n= 10) semanas de tratamento; Ob: grupo obeso submetido a dieta hipercalérica por
15 (Ob; n= 8), 30 (Ob; n= 10) e 45 (Ob; n= 10) semanas de tratamento. Letra mailscula indica comparacao
entre os momentos fixado o grupo; letra mindscula indica comparacédo entre os grupos fixado o momento.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05). Andalise de variancia (ANOVA) two way para
grupos independentes, complementada com o teste de comparac6es mdltiplas de Bonferroni.
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4- DISCUSSAO
Como referido anteriormente (pag. 46), a discussdo foi realizada levando-se em

consideracao a analise conjunta dos trés momentos de obesidade.

4.1- Momento inicial da obesidade

Os resultados obtidos mostraram que a dieta hiperlipidica promoveu obesidade a partir
da 32 semana de tratamento; 0 peso e a gordura corporal total e o indice de adiposidade foram
maiores nos animais @km relacdo ao {COs diversos modelos experimentais de obesidade
nao verificam o momento inicial da obesidade; estes trabalhos apenas mostram o momento
em que a dieta acarreta diferenca no peso corporal entre os grupos, nao identificando se o
aumento no peso corporal era acompanhado de elevacdo na gordura corporal e/ou indice de
adiposidadé®®°?Portanto, a determinagéo do momento inicial permitiu avaliar com precisdo

a influéncia do tempo de exposicao a obesidade.

4.2-Constituicdo dos grupos controle e obeso

Um aspecto importante que devemos destacar nesta pesquisa foi a aplicacdo de um
critério de classificacdo dos grupos, de acordo com o indice de adiposidade, identificando os
animais verdadeiramente controle e obeso. Na experimentacao biolégica, em especial estudos
experimentais, mesmo quando mantidas as condi¢Bes laboratoriais semelhantes, ndo esta
assegurada uma homogeneidade de resposta. Animais submetidos a diferentes dietas poderr
apresentar, em maior ou menor escala, caracteristicas comuns de resposta, 0 que poderia nac
distinguir os grupos. Neste sentido, com a finalidade de diferenciar os grupos foi utilizado o
critério de separacdo descrito na secdo “Material e métodos”. O descarte dos animais pela
auséncia de adesédo ao critério estabelecido foi, respectivamente, nos grupos comroles (C

25%; Go= 17%; Gs= 17%) e obesos (@ 33%; Ohly= 17%; Ohs= 17%). Nascimentet
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al® utilizando critério semelhante, a partir da mensuracéo da gordura na carcagca, verificaram
resultados diversos dos encontrados neste estudo, desde que, ocorreram descartes inferiores

20% nos grupos controle e obeso tratados durante 15 semanas.

4.3- Perfil nutricional

Os periodos de dieta hiperlipidica, utilizados nesse estudo, foram eficientes em
promover obesidade, desde que o indice de adiposidade utilizado para caracterizar os animais
como obesos, foi 79,5%, 82% e 69,5% maior do que seus respectivos controles, apos 15, 30 e
45 semanas. O tempo de exposicéo a dieta hiperlipidica ndo promoveu alteracées no indice de
adiposidade entre os grupos; este resultado indica que, neste trabalho, ndo houve aumento na
intensidade da obesidade ao longo do tempo. O mesmo comportamento foi visualizado nos
animais controles. O indice de adiposidade tem sido utilizado frequentemente para classificar
a obesidade em roedo&%?28286.99.100)

Neste experimento, a dieta hiperlipidica também acarretou nos ratos obesos elevacéo
no peso e na gordura corporal total. O peso dos animais obesos, ap6s 15, 30 e 45 semanas
aumentou 23,7%, 24,1% e 18,7% em relacdo aos controles, respectivamente. O tempo de
exposicdo a obesidade acarretou maior peso corporal final nos animge©ORem relacédo
ao Ohs. Neste estudo, a dieta hiperlipidica estabilizou o peso corporal apés a 302 semana de
obesidade. O comportamento dos animais controles ao longo do tempo mostra que somente
Cys apresentou diferenca estatistica no peso corporal versuys(6,& Cis). Os dados deste

101) que

experimento em relacdo ao peso corporal corroboram com Ghittugif
visualizaram, em ratos alimentados com dieta hiperlipidica, durante 28 semanas, elevacéo de
23,4% no peso corporal em relacdo o controle. Entretanto, divergem de outros ®utores,

102103) que utilizando dieta hiperlipidica, por 10, 16 e 17 semanas observaram aumento no

peso corporal de 15,6%, 15,5%, e 35,6%, respectivamente, entre 0s grupos controle e obeso.
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Outra pesquis8® realizada com ratos Sprague-Dawley tratado também com dieta
hiperlipidica durante 12 meses, mostrou que nao houve diferenca significante no peso
corporal.

Nascimentcet af’®

e Woodset al® relataram que o peso corporal pode ndo ser um

bom indicador de obesidade. Em nosso estudo, a gordura corporal total foi 130%, 126% e
100% maiores que os respectivos controles apos 15, 30 e 45 semanas. Estes dados quand
comparados com o peso corporal, indicam que esta variavel pode, realmente, subestimar o
grau de obesidade. Trabalho realizado com ratdstar®® alimentados com dieta
hiperlipidica, por 12 semanas, mostrou elevacéo de 96,3% na quantidade de gordura corporal
versus o grupo controle. Outro esttifd verificou em ratos, apés 28 semanas de dieta
hiperlipidica, aumento de 137,5% na gordura corporal total em relacdo ao grupo dieta
normolipidica.

A epidemia mundial de obesidade humana, geralmente, estd associada ao maior
consumo de dietas altamente energéticas e uma diminuicdo do gasto g8 studos
mostraram que ratos tornam-se obesos quando sdo alimentados com uma dieta rica em
gordura, e sugerem que a elevagdo da quantidade de gordura na dieta aumenta o consumc
alimentar e energétic®” Pesquisas recentes mostraram que o consumo de dieta hiperlipidica
promove menos saciedade e, consequentemente, maior ingestdo affh&hiosso estudo
mostrou que o consumo de dieta hiperlipidica acarretou maior ingestdo cal6rica;gos Ob
Obsp e Ohys em relagédo aos 1§ Cso e Gs, respectivamente, apesar dos animais obesos
ingerirem a mesma quantidade de racdo que os controles. Pesquisadores sugerem que &
qguantidade de lipidios na dieta é o principal fator pelo acimulo de gordura nos animais
obesos!®®1%®Além disso, a literatura mostra que o maior consumo de gordura pode ndo ser
acompanhado de elevacdo na sua oxidacao, o que favorece maior depdsito de tecido adiposo

em animais alimentados com dietas hiperlipidit§s®
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A eficiéncia alimentar tem sido utilizada para verificar a conversdo de ingestao
alimentar em ganho de peso corp&tdl.Nossos resultados mostram que a eficiéncia
alimentar foi maior nos Qb e Obzy em relacdo aos respectivos controles; entretanto, nédo
houve diferenca entre os grupos 490 C;s. Os dados do presente estudo estdo em
concordancia com diversas pesquisas que verificaram aumento da eficiéncia alimentar, em
ratos submetidos & dieta hiperlipidica por 12 e 15 semanas de trat&Mehtingestdo
alimentar e o consumo calorico ndo sofreram influéncias do tempo de exposicdo aos
tratamentos; contudo, a eficiéncia alimentar diminuiu ao longo do tempo em ambos o0s grupos
(Obi5>0b3p>0Olys)  (Ci15>C30>Cys). Este fato pode ser atribuido ao processo de
envelhecimento, desde que, ha diminuicdo da necessidade energética cort Hidartrisa
deste declinio da necessidade energética tem sido atribuida a diminuicdo da massa magra e

reducédo da taxa metabdlica bdSHi.

4.4- Comorbidades

Neste estudo foram visualizadas algumas comorbidades frequentemente associadas
com a obesidade experimerffd®’%#como intolerancia a glicose, resisténcia a insulina,
hiperinsulinemia, hiperleptinemia e dislipidemias. O teste de tolerancia a glicose mostrou que
embora a glicemia basal fosse semelhante entre os grupos, apds sobrecarga de glicose o0s
animais obesos apresentaram areas glicémicas maiores nos grupo®gh e Ohs em
relacdo aos seus respectivos grupos controles, demonstrando que a obesidade promoveu
intolerdncia a glicose. O tempo de exposicdo a obesidade ndo modificou a variavel entre os
momentos estudados. Além disso, a obesidade acarretou hiperinsulinemia, visualizada nos
grupos Obs, Obyp e Ohys. O indice HOMA-IR, frequentemente utilizado como indicador de
resisténcia a insulin®” mostrou que a obesidade promoveu aumento deste parametro nos

momentos 15 e 45 semanas e tendéncia a elevacdo no gryp(€H054). Portanto, 0s
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dados de hiperinsulinemia e do HOMA-IR, mostram que a obesidade promoveu resisténcia a
insulina, baseando-se no fato de que a euglicemia foi mantida a custa de elevacao dos niveis
de insulina. A obesidade ao longo do tempo promoveu hiperinsulinemia e, consequentemente,
resisténcia insulinica, visualizada pelo HOMA-IR, de forma mais acentuada nos animais
Obys. Os resultados deste estudo estdo de acordo com pesquisas que observaram que ume
dieta rica em gordura promove intolerancia a glicose, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina

em periodos curt§&21%% prolongados de obesiddfet? %

A insulina exerce um papel central na regulacdo da glicose e atua de maneira
coordenada em eventos celuldféd.Além disso, a insulina afeta o metabolismo de lipideos,
aumentando a sintese e atenuando a liberacdo de acidos graxos das células*tliposas.
resisténcia a acao da insulina ocorre quando os niveis circulantes normais deste hormonio séo
insuficientes para regular estes proce§<BsNesta condicdo, as célulls do pancreas
tendem a secretar maiores quantidades de insulina, hiperinsulinemia, aumentando a captacao
de glicose, evitando a hiperglicenti&) No entanto, esse aumento compensatério nos niveis
de insulina podem nao perdurar por prolongados periodos, o0 que acarretaria 0
desenvolvimento do diabetes mellitus tipg'@ A resisténcia a insulina pode estar associada
as anormalidades no transportador da glicose 4 (GLUT4) ou da via de sinalizag&o insulinica,
responsavel por desencadear a transloca¢do do GLUT4. Na obesidade tem sido relatado que &
resisténcia a insulina ocorre em nivel de transporte de glicose, no musculo esquelético e no
tecido adiposo. Concordando com esta afirmagdo, estudos mostram que a obesidade,
associada a resisténcia insulinica, promoveu redugcdo na expressdo de GLUT4 no tecido
adiposd™? Klip et af**® relataram também reducéo dos niveis de mRNA e protéicos de
GLUT4 no tecido adiposo branco em varios modelos animais de obesidade. Dentro deste
contexto, podemos inferir que a resisténcia insulinica na obesidade ocorre em nivel de

transporte de glicose, indicando que a via de sinalizagédo da insulina estaria preservada.
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Figura 56. Resumo das vias de sinaliza¢do da insulina. Adaptado de
CarvalheireJBC 20022

Nesse estudo, os niveis séricos de leptina foram maiores nos grupos obesos em relacéo
aos respectivos grupos controles {85, Ob>Czp e Ohs>Cys). O tempo de exposicao a
obesidade promoveu aumento da leptina nos grupgse®brelacdo ao Qb entretanto nédo
foi possivel mostrar diferenca estatistica entre os grupesve@isus Oy (p=0,055) e Ok
versus Ol (p=0,09). Este hormonio € secretado pelo tecido adiposo e € um membro classico
das adipocinas que participam da sinalizacdo hormonal do tecido adiposo. O efeito fisioldégico
primério da leptina € comunicar ao sistema nervoso central a quantidade elevada dos estoques
energéticos, controlando o consumo alimentar e induzindo o gasto endtg@tiversos
estudos mostram que os niveis de leptina se correlacionam com a quantidade de gordura
corporal?'?® Atualmente tem sido relatado que a obesidade, induzida por dietas
hiperlipidicas, leva a um estado de resisténcia a leptita? Estudos sugerem que a
resisténcia a leptina é decorrente da incapacidade da leptina atuar no hipotdlamo, como
resultado do prejuizo no transporte da barreira hemato-enc&f&it& Além disso, tem sido
demonstrado que resisténcia a leptina também pode ser devido a alteracdo das vias de
sinalizacdo molecular da leptina, consequente a hiperleptinemia. A resisténcia a leptina eleva
a ingestéo alimentar devido a uma falha no mecanismo da saciedade, acarretando aumento da

adiposidadé®'91?20s resultados do presente estudo sugerem que o papel da leptina no
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controle da saciedade, a custa da hiperleptinemia, foi efetivo em todos os grupos, uma vez
que, 0s animais obesos ingeriram a mesma quantidade de alimento que os respectivos grupos
controles.

A dislipidemia observada na obesidade é caracterizada pelos niveis elevados de
triglicérides (TG), LDL e acidos graxos nao-esterificados (NEFA) e diminuicdo dos niveis
séricos de HDI'?*"*?®Entretanto, estas alteracdes ndo ocorreram em todos os momentos de
avaliacdo neste trabalho. Os animais obesos apresentaram aumento dos niveis de TG em
relacdo aos controles nos momentos 15 e 30 semanas; entretanto, ndo foi possivel mostrar
diferenca estatistica nos niveis de triglicérides entre os grupos apés 45 semanas (p=0,08). Os
dados de TG corroboram com pesquisas de outros autores, realizadas em curtos periodos, 12 €
16 semanas, que mostraram elevacéo dos niveis d&*f&Entretanto, difere de estudos
que n&o identificaram diferenca nos niveis de TG durante 12 semanas de ob&sittde.
Pesquisas mostraram que o aumento nos niveis de TG promovido pela dieta hiperlipidica
pode ser consequente a elevada captacdo dos TG na forma de quilomicrons, e/ou, diminuicdo
da absorcéo de TG pelos tecidos periféritii$A reducéo da utilizacdo de TG pelo musculo
esquelético tem sido relacionada com a hiperleptin€iis? Pesquisadores tém relatado
que a leptina exerce uma regulacéo na sinalizagcéo da insulina via fosfatidil inositol 3 quinase
(PI13-K). A leptina ativa o janus quinase 2 (JAK-2) que induz a fosforilagdo do substrato do
receptor de insulina (IRS), levando a ativacao do PI3-K, o qual acarreta aumento de utilizacdo
da glicosé®*? Kamoharaet af**® demonstraram que a leptina administrada & camundongos
acarretou aumento da utilizagédo da glicose pelo tecido musaldar.dissoestudo realizado
em ratos com hiperleptinemia mostrou reducéo no conteado de TG no musculo esquelético,
figado e pancreas, mostrando efeito anti-lipotéxico da leptina nestes {&¥ldossta forma,
podemos inferir que a elevacdo nas concentracdes séricas de triglicérides nos grupos obesos,

visualizada neste estudo, poderia ter sido ocasionada pela hiperleptinemia destes animais, que
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possivelmente diminuiu a absorcédo de TG pelo masculo esquelético consequente ao aumento
da absorcéo de glicose. Este fato corrobora com os niveis séricos glicémicos inalterados nos
grupos obesos. O tempo de exposicado a obesidade ndo promoveu alteracdo nos niveis de TG
nos trés momentos de avaliagcdo, mostrando que 0S mecanismos responsaveis pela

homeostasia do TG nao foi alterado pelo tempo que os animais ficaram expostos a obesidade.

A obesidade acarretou alteracdes, pontuais, entre o grupo obeso e o respectivo controle
no colesterol total, 152 semana, e no LDL, 452 semana. A diferenca dos niveis de colesterol e
LDL entre os grupos pode ser devido ao baixo nivel de colesterol encontrado no grapo C
aumento do LDL no grupo 4 respectivamente. Desde que as concentracdes seéricas destes
lipideos foram semelhantes nos trés momentos de obesidade, as diferencas encontradas entre
os grupos foram devidas as alteracbes nos grupos controles. A composicdo da dieta
hiperlipidica, utilizada neste estudo, é predominantemente de acidos graxos insaturados.
Estudos mostraram que a substituicdo da gordura saturada, na dieta, por insaturada reduz
substancialmente os niveis de colest€rot>® Santo83" enfatiza que a ingestéo de acidos
graxos saturados esté fortemente correlacionada com os niveis de colesterol. Os acidos graxos
saturados, na sua maioria, aumentam 0s niveis séricos das lipoproteinas, principalmente as de
baixa densidade (LDL), desde que reduzem a sintese e atividade dos receptores LDL, por
meio da diminuicdo da expressdo de RNA mensafféfrt) Estudo realizado em humanos,
mostrou que a reducdo de gordura saturada na dieta esta relacionada ao aumento da expressa
dos receptores de LDL, que correspondeu similarmente a reducdo dos niveis circulantes de
LDL.™9 Portanto, a caracteristica insaturada das dietas utilizadas em nosso estudo, seria

responsavel pela ndo alteragédo nos niveis séricos de colesterol e LDL.

A obesidade no presente estudo ndo acarretou diminuicdo de HDL em relagédo aos
respectivos controles, caracteristica comumente observada em animais obesos. Segundo

Mahan et al**? os efeitos dos acidos graxos monoinsaturados sobre HDL dependem do
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conteudo total destes acidos na dieta; 0 aumento nos niveis acarreta uma discreta elevagao dc
HDL. Assim, a auséncia de alteracdo nos niveis de HDL entre os grupos pode ter ocorrido
devido a composicdo da dieta hiperlipidica, com maior quantidade de acidos graxos
monoinsaturados, levando consequentemente, a uma estabilizacdo ou aumento dos niveis de
HDL. O tempo de exposicao a obesidade ndo acarretou alteracdo nas concentracdes séricas de

HDL.

Os niveis séricos de NEFA foram semelhantes entre os grupos obesos e controles em
todos os momentos avaliados. Além disso, 0 tempo de exposicdo aos tratamentos néo
promoveu alteracbes no NEFA em ambos os grupos. As concentracdes de acidos graxos néo-
esterificados ou acidos graxos livres (AGL) sdo usadas para indicar a mobilizacdo de
gordura®? Neste trabalho, o resultado dos niveis de NEFA sugere que a lipdlise ndo sofreu
alteracfes entre os grupos e ao longo do tempo de tratamento, provavelmente, resultante dos
altos niveis de insulina sérica. A liberacdo de acidos graxos dos adipdcitos depende da taxa de
lipdlise regulada pela lipase hormoriensivef*? A lipase horménio sensivel promove
lipdlise dos adipdcitos acarretando aumento dos acidos graxos livres na circulacéo;
entretanto, os altos niveis de insulina, observados nesse estudo, poderia bloquear a atividade
da lipase horménisensivel nos adipdcitos, diminuindo a liberacdo de &cidos draXos.
Apesar dos altos niveis de leptina, visualizada nos animais obesos, a auséncia de alteracao nas
concentracdes de NEFA, sugere que a acdo da insulina superou os efeitos lipoliticos da
leptina. Nossos resultados divergem da literatura que, geralmente, mostra niveis elevados de
NEFA em ratos obesd® Wilson et al**® mostraram que dieta rica em gordura, em
diferentes periodos, 8, 24 e 48 semanas, promove aumento das concentracdes de NEFA; no

entanto, este estudo ndo dosou as concentragfes séricas de insulina.

A obesidade, assim como, o tempo de exposicdo nao promoveram alteragcbes no

comportamento da pressao arterial sistélica final (PAS). Os mecanismos responsaveis pela
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alteracdo da pressdo arterial, incluem a hiperatividade do sistema nervoso sifipatico,
aumento da atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona ( )e estresse
oxidativo®” os quais acarretam vasoconstricio periférica e aumento da reabsorcéo de sédio
renal. A auséncia de alteracdo na pressao arterial, provavelmente, reflete que a obesidade e ©
tempo de exposicdo ndo alteraram os fatores envolvidos no controle da pressao arterial. A
literatura ndo mostra consisténcia nos resultados de hipertenséo arterial na obesidade. Assim,
enquanto alguns estudos ndo observaram alteracdo da PAS em animai§%tesosps

pesquisadores relataram que a obesidade promoveu elevacéo dos niveis & BAS.

4.5- Hormonios tireoidianos e obesidade

Alteracdes nos niveis hormonais tireoidianos, horménio estimulante da tireéide (TSH),
tiroxina (T4) e trilodotironina (T3) estdo frequentemente associados com alteracdo na gordura
corporal®*4 Estudos mostram relacdo positiva entre as concentracdes séricas de TSH e 0s
niveis de leptin&€>°"*® indicando que os horménios tireoidianos sofrem um processo de
adaptacdo com o aumento da adiposidade corfBralalteracdo nas concentracdes de TSH
na obesidade é resultante do efeito da leptina no eixo hipotalamo-hiffdfi¢e.rato, a
leptina pode atuar diretamente sobre o hipotalamo através dos receptores de leptina,
acarretando liberacdo de hormonio liberador de tireotrofina (TRH). Este se liga a receptores
especificos na hipdfise, induzindo a sintese de TSH. Nosso estudo mostrou que a obesidade
promoveu aumento nos niveis séricos de TSH ao longo do tempo, provavelmente, ocasionado
pelos altos niveis de leptina nos grupos obesos. O fato da auséncia de alteracdo nos niveis de
leptina e TSH no grupo controle ao longo do tempo corrobora com esta afirmagdo. Além
disso, analise da associa¢do, dados ndo apresentados, mostrou que os niveis de leptina do
animais obesos se correlacionam significantemente com os niveis séricos de TSH (r=0,514;

p<0,05); entretanto, o controle ndo apresentou 0 mesmo comportamento (r=-0,06; p=0,81).
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Estudos mostraram que a leptina também pode estimular a producdo de T3, via
conversdo de T4 em T5:%3133) Em nosso estudo, a diminuicdo dos niveis de T4 ao longo do
tempo de exposicdo a obesidade (Obs Ohys) foi acompanhada de elevagédo das
concentracdes sericas de T3 49ks Obys), possivelmente, também sob atuacédo conversora
da leptina. Portanto, podemos inferir que a leptina, na obesidade, atua sobre a tiredide a nivel

central e periférico.

Figura 57. Resumo da via de atuacdo da leptina. Adaptado de
Feldt-Rassmussen U 206

4.6- Remodelacgao cardiaca

4.6.1-Estrutura do coracdo post mortem

Os resultados do nosso estudo mostraram que 0s animais obesos em relacdo aos
respectivos controles, quando analisados o0s pesos isolados das camaras cardiacas,
apresentaram remodelacdo do coracdo, VD e do AT nos trés momentos, apesar da nao
significancia estatistica no peso do coracdo na 452 semana (p=0,052); além disso, houve
remodelacdo do VE nos momentos 15 e 30 semanas. A remodelacdo cardiaca pode também
ser avaliada normalizando os pesos do coracdo e de seus componentes pelo pesd*€orporal;
no entanto, o uso deste indice € controverso quando se comparam animais com exacerbada

diferenca nos pesos corporais. A ocorréncia desse comportamento, entre o peso corporal dos
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controles e obesos deste estudo, pode ter influenciado os resultados da normalizacdo. Este fato
pode ser constatado comparando-se o comportamento do peso isolado do AT, do VD, do VE e
do coracao e as respectivas normaliza¢des pelo PCF. Enquanto, por exemplo, o peso do VE e
do coracdo foram maiores nos grupos obesos versus os respectivos controles, na 152 e 302
semana, a obesidade promoveu diminuicdo das relacdes coracdo/PCF e VE/PCF nos mesmos
momentos. Desta forma, os pesquisadores tém utilizado como alternativa, a normalizacao das
camaras cardiacas pelo comprimento da tibia, uma vez que, a curva de crescimento da tibia,
foi independente da presenca lesdes patoldgicas e alteracdes no peso corporéi*fdrato.

uso deste indice acarretou respostas opostas em relacdo a normalizacdo pelo PCF; enquanto
por exemplo, a relacédo coracdo/PCF foi diminuida no grupg @lvelacdo coracéao/tibia foi
aumentada no mesmo grupo e momento. A presenca de remodelacdo, visualizada pela
elevacdo da normalizacéo do coracdo, VE e AT pelo comprimento da tibia foi observada nos
grupos obesos na 152 e 302 semana. Estes dados estdo em concordancia com pesquisas qt
afirmam que a hipertrofia ventricular é uma caracteristica adaptativa da ob&$itiade.

andlise conjunta dos resultados mostra que os animais na 452 ndo apresentaram remodelacgac
do VE e coracdo quando avaliados isoladamente e apds normalizagéo pela tibia.

A andlise da é&rea seccional transversa do midcito (AST) também permite verificar a
presenca de remodelacdo cardf&®eEste parametro mostrou semelhanca de resultado em
relacdo ao comportamento do VE, analisado isoladamente ou normalizado pela tibia, nos
momentos 30 e 45 semanas em relagdo aos respectivos controles. A auséncia de alteracdo n:
AST ap6s 15 semanas no grupo obeso é conflitante com o aumento do peso do VE isolado e
apos normalizacdo pela tibia. Este resultado sugere que possivelmente os animais Ob
desenvolveram, inicialmente, remodela¢do do tipo excéntrica. Apos 30 semanas de obesidade
o aumento do VE, acompanhado da AST poderia indicar a presenca de remodelacdo

concéntrica; entretanto, esta afirmacdo n&o encontra apoio em fatores que desencadeiam
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hipertrofia concéntrica, como por exemplo, a hipertensédo arterial. Apesar da normalizacéao
pelo comprimento da tibia, PCF e AST serem utilizados como indicadores da presenca ou
auséncia de hipertrofia, acreditamos que os métodos mais consistentes e adequados para
avaliar o crescimento do coracdo sédo as medidas do comprimento e da espessura do miocito
isolado e avaliacdo do volume nucléa?.

De acordo com os resultados obtidos podemos inferir que as sobrecargas impostas pela
obesidade foram mais efetivas no desencadeamento de hipertrofia cardiaca do VE na 152 e 302
semana de tratamento. Este processo mostra que apos a 302 semana houve estabilizacdo d
hipertrofia cardiaca, indicando que apds esse periodo houve equilibrio entre as demandas
metabolicas corporais e o desempenho do coracao.

A hipertrofia cardiaca ocorre como uma resposta adaptativa as variagdes pressoricas,
volumétricas e/ou metabélicd8Y Na obesidade geralmente tem sido observado hipertrofia
cardiaca do tipo excéntri€&:***?a qual ocorre em resposta & uma sobrecarga de volume,
acarretanto aumento dos sarcomeros em $@rientretanto, também pode ocorrer
remodelamento concéntrico, promovendo ampliagdo dos sarcOmeros em paralelo, em virtude
da sobrecarga pressoérica. A literatura mostra que prolongados periodos de obesidade estéo
associados com hipertrofia excéntrica, € que poucos estudos reportam remodelacao
concéntrica do coracdo na auséncia da sobrecarga pre§ddritdd estimulo para a
remodelagdo cardiaca ocorre por agentes mecanicos e bioquimicos, estes, atuando em
sinalizadores sarcolemais, ativam fatores citosdlicos que promovem a sintese protéica por
meio da ativacdo de fatores transcricionais nuclékfes® Na obesidade ha evidéncia de
diversos preditores da remodelacao cardiovascular, como leptina, angiotensina Il, endotelina,
catecolaminas e marcadores inflamatéfids”Além destes, pesquisas mostram que a insulina
pode exercer influéncia na hipertrofia cardiaca, estimulando a sintese protéica e inibindo a

degradacdo protéica no cora¢®8°® Nosso estudo mostrou que a obesidade acarretou
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aumento nas concentracdes séricas de insulina; este fato nos permite inferir que a
hipersinsulinemia pode ter influenciado o processo de remodelacdo cardiaca, visualizado
neste estudo na 152 e 30% semAniasulina ativa o PI3-K, o qual leva ao recrutamento da
proteina quinase AKT, também denominada proteina quinase B. Quando ativada, a AKT
fosforila a proteina quinase mTOR, cuja ativagdo aumenta a sintese protéica, acarretando a
hipertrofia cardiacd*****YEmbora a estabilizacdo da hipertrofia cardiaca, na 452 semana
nos animais obesos, possa ser atribuida ao equilibrio entre as demandas metabdlicas corporais
e 0 desempenho do corac&o, a maior resisténcia a insulina, visualizada pelo indice de HOMA-

IR neste animais, também pode estar relacionada ao processo de equilibrio hipertrofico.
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Figura 58. Resumo das vias de sinalizacao hipertréfica em
cardiomiécitos. Adaptado de Garcia JAD 26t58.

4.6.2-Expressdo de RNAm e proteinas miocérdicas

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar a influéncia do tempo de
exposicdo a obesidade sobre 0 RNAmM e as respectivas proteinas relacionadas com o transito
de C&? miocardico. No cardiomiécito, os fons ‘€garticipam ativamente das diversas
funcdes intracelulares, dentre elas, o acoplamento excitagdo-contragcdo. Desde que, as

proteinas relacionadas com o transito de?Qaiocéardico participam efetivamente na
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liberacdo, recaptura e remocdo do'Cas mesmas desempenham papel fundamental na
regulacdo da funcdo cardidts’> Neste sentido, visualizacdes de alteracdes nos niveis de
RNAmM e, consequentemente, das proteinas poderiam contribuir, em projetos futuros, para o
entendimento dos mecanismos envolvidos na disfuncdo cardiaca promovida pela obesidade.

A liberacdo dos fons Caresponsaveis pelo inicio do ciclo contratil do miocardio, s&o
mediados pelo CANAL L e RyR. Embora a obesidade tenha alterado os niveis de RNAmM do
CANAL L, entre os grupos controle e obeso e ao longo do tempo, este comportamento nao foi
visualizado na expressdo protéica, que ndo se modificou com a obesidade. Semelhante ao
CANAL L, a obesidade e o tempo de exposicédo também influenciaram a expresséo génica de
RyR; entretanto, a expressao protéica do RyR em seu estado normal e fosforilado ndo sera
discutida, uma vez que, tivemos dificuldades técnicas na medida da sua expressao.

Os processos de recaptura, armazenamento e extloséons CE, responsaveis pelo
relaxamento cardiaco, séo principalmente mediados, no reticulo sarcoplasmatico, pela
SERCA, PLB e CSQ, e no sarcolema pelo NCX. Neste estudo, enquanto a obesidade na 152 e
452 semana, acarretou diminuicdo dos niveis de RNAmM da SERCA, do NCX e da CSQ em
relacdo aos respectivos controles, na 302 semana de obesidade ocorreu aumento dos niveis d
SERCA, NCX e da CSQ em relacdo ag.Entretanto, esta alteragdo no RNAmM néo foi
acompanhada de alteracbes na expressdo protéica de SERCA e CSQ em relacdo aos
respectivos controles nos trés momentos avaliados. A expressao protéica de NCX nao sera
discutida devido a dificuldade na mensuracao.

A atividade da SERCA é regulada pela PLB, que em seu estado desfosforilado, inibe a
SERCA e consequentemente diminui a recaptura de fon$ faa o reticulo
sarcoplasmatic8®? Enquanto os niveis de RNAm de PLB foram diminuidos apés 15
semanas de obesidade em relagéo ao controle, na 302 semana houve aumento do PLB entre o

grupos. Em nosso estudo os niveis protéicos de PLB na obesidade ndo sofreram alteracdes
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entre os grupos e ao longo do tempo. Entretanto, o fato da obesidade ndo promover alteracées
nos niveis protéicos de SERCA e PLB em relacdo ao grupo controle, ndo significaria que a
recaptura dos fons &apara o reticulo sarcoplasmatico estaria normal. Neste sentido, foi
necessario analisar a quantidade de PLB em seu estado fosforilado, na serina 16 (pPLB
serl6), via adenosina monofosfato ciclico (AMPc), e na treonina 17 (pPLB thrl7), via quinase
dependente de calcio, calmodulina quinase. A obesidade n&o promoveu alteracdes na
expressao protéica de PLB thrl7 e na razdo PLB thrl7/PLB em relacdo aos respectivos
controles e ao longo do tempo. Entretanto, o principal achado deste estudo é que a obesidade,
apos 15 e 30 semanas, acarretou diminuicéo nos niveis de pPLB serl6. O tempo de exposi¢cao
aumentou os niveis da pPLB serl6 no grupgs@ relacdo ao Qbe Ol Este resultado
corrobora, parcialmente, com Rellirgg af®*® que utilizando ratos submetidos a dieta
hiperlipidica, por 12 semanas, mostraram que a obesidade promoveu diminuicdo dos niveis de
PLB fosforilado. A fosforilagdo da PLB na serina 16, via proteina quinase (PKA) dependente
de AMPc devido & estimulacd®-adrenérgica, aumenta o relaxamento cardf&td™
Segundo alguns pesquisadores, a interagdo das catecolaminas com o receptor adrenérgico,
estimula os receptorls A ocupacao do receptor ativa a proteina G, que detissociacédo

de uma de suas subunidadesa qual interage de modo estimulatério com a enzdenil

ciclase (AC), que por sua vez converte adenosina trifosfato (ATP) em AMPc. Este liga-se a
PKA, que acarreta fosforilacdo de diversas proteinas, promovendo aumento da liberacéo e
recaptura do CA citosélico*®®*®” De acordo com os resultados deste estudo, diminuicdo do
pPLB serl6, podemos sugerir que, provavelmente, a obesidade acarretou prejuizo na via de

sinalizagdo adrenérgica cardiaca.
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Figura 59. Resumo da cascata de ativagaadrenérgica em cardiomiocitos.
Adaptado de Bers DM 200®)

Corroborando com estes dados, diversos trabalhos tém frequentemente mostrado que o
sistema p-adrenérgico estd prejudicado na obesid®dé’® Assim, pesquisadores,
observaram que a resposta a estimulaféadrenérgica e a afinidade aos receptores
adrenérgicos estava dimuinuida em coelhos e ratos obesos, alimentados com dieta
hiperlipidica por 12 e 30 semanas, respectivam&fit? Além disso, Hohlet af*"™®
verificaram que a producdo de AMPc estava prejudicada em ratos obesos. Dentro deste
contexto, trabalhos futuros sdo necessarios para avaliar a quantidade e atividade das proteinas
responsaveis pela cascata de sinalizg:@drenérgica no miocérdio de ratos obesos. A
normalizacdo da pPLB serl6, na 452 semana nos animais obesos, pode ser atribuida ao
equilibrio no processo de hipertrofia cardiaca nestes animais.

Como referido anteriomente na introducéo, a literatura mostra escassez de estudos que
avaliaram, em modelos experimentais, a relacdo entre a obesidade por dieta hiperlipidica, o

RNAMm e as proteinas envolvidas na homeostase intracelular dmidaardico. Os trabalhos

encontrados sdo inconclusivos e realizados em curtos periodos de obesidade. Desta forma,
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nao encontramos dados na literatura que permitissem comparar e explicar os mecanismos
responsaveis pelas alteracdes encontradas neste trabalho.

A andlise dos dados da expressdao de RNAm, referida anteriormente, mostra um
aspecto interessante; o tempo de exposi¢cao a obesidade promoveu comportamento semelhante
nos RNAm das proteinas envolvidas no transito d& @éocardico. Como no processo de
remodelacdo cardiaca diferentes estimulos externos, primeiro mensageiro, podem ativar
diversos fatores transcricion&é?) podemos inferir que o mesmo agente pode ter ativado
diferentes fatores transcricionais, acarretando respostas similares de expressdo génica. A
literatura relata que os hormonios tireoidianos podem atuar positivamente na expressao génica
da SERCA, RyR e CANAL L; e, negativamente, no PLB e N&XEntretanto, a analise de
correlagcdo mostrou que ndo ocorreu associacao significativa entre os niveis de T3 e 0o RNAmM
das proteinas do transito de*€aDesde que a obesidade esta associada ao aumento de
endotelina, angiotensina Il, citocinas, entre ouffts;®e estes atuam em diferentes fatores
transcricionaisé¢ provavel que algum destes fatores possa estar envolvido nas alteracdes na
expressdo de RNAm das proteinas do transito d& Este fendmeno pode ser visualizado
pela figura abaixo, que mostra uma interacéo entre os diversos fatores presentes ao longo do

tempo de obesidade.
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Figura 60. Fatores envolvidos na sinalizacao transcricional. Adaptado de Katz AM2901.

A andlise dos dados de RNAm e das proteinas, referida acima, mostra divergéncia de
comportamento entre os niveis de RNAmM e a expressao protéica. Enquanto os RNAmM
variaram na dependéncia do tratamento e tempo experimental, as proteinas mostraram
comportamento igual entre 0os grupos e os momentos. Essa divergéncia, entre o RNAmM e a
proteina, pode ser atribuida ao processo de traducao celular. As proteinas séo sintetizadas nos
ribossomas a partir de sinalizacdo molecular especifica, 0 RNAm, transcrito diretamente da
cadeia de acido desoxirribonucléico (DNAY O aumento dos niveis de um determinado
RNAmM néo implica, necessariamente, na elevacdo da taxa protéica, pois, a eficiéncia do

processo de traducdo é regulada pela cauda Poli A do RN&HY O comprimento da cauda

Poli A favorece o aumento da concentragédo local de ribossomos, o que facilita a maior
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traducdo de protein&<® Portanto, as divergéncias entre as quantidades de RNAm e
proteinas, nesse estudo, poderiam do comprimento da cauda Poli A. Além disso, a nao
manifestacdo da elevacdo protéica na obesidade pode ser atribuida ao discreto aumento no
processo de hipertrofia cardiaca, que atingiu 19% ng ©d2% no Ok. Esse modesto
remodelamento ndo implicaria em maior recrutamento dessas proteinas para a manutencdo do

desempenho cardiaco.
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5- CONCLUSAO
Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, podemos apontar duas conclusdes:

1. O tempo de exposicdo a obesidade promove diferentes respostas na expressao de
RNAmM e modifica apenas a proteina PLB fosforilada na serina 16. A diminui¢cdo na
expressao de pPLB serl6 poderia sugerir que a obesidade altera a via de sinalizacéo

adrenérgica cardiaca.

2. Os niveis hormonais tireoidianos néo influenciam a expressao génica das proteinas do

transito de C& miocardico.

Trabalhos futuros s@o necessarios para avaliar 0s mecanismos responsaveis pelas
alteracbes na expressdao génica e na diminuicdo da fosforilagdo do PLB na serina 16

decorrentes da obesidade
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7. ANEXOS
7.1- Perfil das ractes

Os perfis de aminoacidos, carboidratos e acidos graxos, avaliados no Laboratorio de
Bioquimica de Microrganismos e Plantas do Departamento de Tecnologia - Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil, estdo apresentado nos

Quadros 3, 4 e 5, respectivamente.
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Quadro 3- Perfil de aminoacidos das racdes (%)

Racoes

Aminoacidos Padrao Hiperlipidica
Acido Aspartico 10,81 9,92
Acido Glutamico 20,12 18,99
Serina 5,23 5,06
Glicina 4,48 4,32
Histidina 2,50 2,43
Arginina 7,47 7,07
Treonina 3,38 4,01
Alanina 4,53 4,69
Prolina 5,93 5,80
Tirosina 3,34 3,48
Valina 5,05 5,33
Metionina 1,89 2,43
Cistina 1,63 1,85
Isoleucina 4,22 4,38
Leucina 7,78 7,96
Fenilalanina 5,01 5,01
Lisina 5,62 6,59

Triptofano 1,01 0,68




Anexos

152

Quadro 4-Perfil de carboidratos das ractes (%)

Racoes
Carboidratos Padrao Hiperlipidica

Raffinose 1,74 0,81
Maltose 1,07 1,60
Glicose Livre 0,82 1,63

Glicose 46,58 42,37
Frutose Livre 0,62 0,96

Frutose 20,93 16,46

Sacarose 8,83 11,57
Lactose 0,65 4,48
Fucose 0,17 0,15
Arabinose 5,55 6,78
Galactose 4,55 6,08
Xilose 5,47 4,27
Rhamnose 0,22 0,26

Manose 2,80 2,58
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Quadro 5- Perfil de acidos graxos saturados e insaturados das racoes (%)

Racoes
Acidos graxos Padréo Hiperlipidica
Caproéico (c6:0) 0,00 0,02
Caprilico (c8:0) 0,03 0,03
Caprico (c10:0) 0,02 0,05
Laurico (c12:0) 0,33 0,25
Miristico (c14:0) 0,30 0,33
Palmitico (c16:0) 16,56 15,09
Heptadecandico (c17:0) 0,02 0,08
Estearico (c18:0) 3,90 4,36
Palmitoléico (c16:1) 0,06 0,15
Oléico (c18:1n9c) 27,96 37,94
Linoléico (c18:2n6c) 47,10 40,83
a-Linolénico (c18:3n3c) 3,72 0,87
Acidos Graxos Saturados (%) 21,16 20,21

Acidos Graxos Insaturados (%) 78,84 79,79
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7.2- Curvas das dosagens dos hormoénios tireoidianos
Dosagens realizadas pela empresa Genese Produtos Diagndésticos (Séo Paulo, SP,
Brasil) com a tecnologia Luminex Corporation’s XMAP™, por reacao de imunoensaio

multiplex, Lincoplex kits (Linco Research Inc, St. Louis, MO, USA).

7.2.1- Curva da dosagem de T3

Test Name: T3
Formula: y = 6.50E+02 + ( 1.06E+04 / (1 + ( ( x/ 2.96E+04 )"1.57E+00 ) )*1.95E+01 )

T3
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Curve Data:

Coeffl = 650.257425549637
Coeff2 = 10638.3697076286
Coeff3 = 29594.4228984533
Coeff4 = 1.57496590134791
Coeff5 =19.4630782293911
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7.2.2- Curva da dosagem de T4

Test Name: T4

Formula: y = 2.22E+02 + ( 1.34E+04 / (1 + (( X/ 2.77E+05 )*1.40E+00 ) )*1.11E+01 )

Curve Data:

Coeffl = 222.377743984198
Coeff2 = 13421.425375908
Coeff3 = 277225.80836656
Coeff4 = 1.40385159717857
Coeff5 = 11.0715412720862

7.2.3- Curva da dosagem de TSH

Test Name: TSH

Formula; y = -3.50E+01 + ( 1.62E+04 / (1 + ( (X / 1.32E+04 )*-1.10E+00 ) }"8.33E-01 )
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Curve Data:

Coeffl = -34.9653387285764
Coeff2 = 16172.9285583561
Coeff3 = 13180.4706361975
Coeff4 = -1.09549804233683
Coeff5 = 0.832610887363898
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7.3- Amplificacdo de PCR em tempo real

7.3.1- Curvas de amplificacdo dos grupos controle e obeso 15 semanas
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7.3.2- Curvas de amplificacdo dos grupos controle e obeso 30 semanas
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7.3.3- Curvas de amplificacdo dos grupos controle e obeso 45 semanas
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7.4- Dificuldades na técnica de Western Blot
7.4.1- RyR e pRyR

Apesar de todas as tentativas de padronizacéo, verificamos que a qualidade dos blots
nao foram satisfatérios, o que impediu a quantificacdo das proteinas RyR e pRyR. Com a
finalidade de identificar o(s) fator(es) responsavel(eis) pela falta de qualidade dos blots foram
realizados diversos experimentos, alterando-se a extracdo e concentracdo protéica,
concentracdo do gel, diluicdo dos anticorpos e os tempos de corrida e transferéncia. As figuras
abaixo ilustram as tentativas para a quantificacdo dessas proteinas. Apesar das diversas

mudancas metodoldgicas, os blots ndo apresentaram a qualidade esperada.

RyR

Gel de poliacrilamida: 6,5%

Corrida: 4h

Transferéncia: imida — 6h (troca do tampao apds 3h)
Bloqueio: ON

Diluicdo anticorpo: 1:4000 (1% leite)

RyR

Gel de poliacrilamida: 6% com glicerol

Corrida: 9h

Transferéncia: imida — 8h (troca do tampao apés 4h)
Blogueio: ON

Diluig&o anticorpo: 1:4000 (1% leite)
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RyR

Gel de poliacrilamida: 6% com glicerol

Corrida: 9h

Transferéncia: Umida — 8h (troca do tamp&o ap6s 4h)
Bloqueio: ON

Diluicdo anticorpo: 1:1000 (3% leite)

PRYR

Gel de poliacrilamida: 6,5%

Corrida: 4h

Transferéncia: imida — 8h (troca do tamp&o apos 4h)
Bloqueio: ON

Diluicdo anticorpo: 1:4000 (3% leite)

pRyR

Gel de poliacrilamida: 6%

Corrida: 6h

Transferéncia: imida — 8h (troca do tamp&o apos 4h)
Bloqueio: ON

Diluicdo anticorpo: 1:4000 (3% leite)

pRyYR

Gel de poliacrilamida: 6% com glicerol

Corrida: 6h

Transferéncia: umida — 8h (troca do tamp&o apds 4h)
Blogueio: ON

Diluicdo anticorpo: 1:5000 (1% leite)
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7.4.2- NCX

A expressdo de NCX também ndo apresentou a qualidade esperada, apesar de todas as
alteracdes metodoldgicas. A literatura mostra que a quantificacdo protéica de NCX,
geralmente, é realizada em 120kDa; além disso, algumas pesquisas mostram que a expressac
de NCX apresenta duas isoformas, 120kDa e 70kDa. Os blots de NCX, visualizados neste
estudo, apresentaram qualidade suficiente para quantificacdo; entretanto, esses blots sempre
encontravam-se na altura de 70kDa. Uma vez que, os blots visualizados em 120 kDa nunca
apresentaram boa qualidade, optamos pela ndo quantificacdo de NCX. As figuras abaixo

ilustram os blots de NCX.

120kDa>

70kDa>
NCX
gel de poliacrilamida: 8% com glicerol
Corrida: 2h30
Transferéncia: umida — 1h30
Bloqueio: 2h
anticorpo priméario: 1:4000 (leite 3%)

120kDa>
70kDa>
NCX
gel de poliacrilamida: 10%
Corrida: 2h
Transferéncia: tmida — 1h30
Bloqueio: 2h

anticorpo primario: 1:4000 (leite 3%)
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120kDa>
70kDa>
NCX
gel de poliacrilamida: 10% com glicerol
Corrida: 2h
Transferéncia: umida — 1h30
Bloqueio: 2h

anticorpo primario: 1:2000 (leite 3%)



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS ESPECIAIS
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE QUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	SUMÁRIO
	1- INTRODUÇÃO
	2- MATERIAL E MÉTODOS
	2.1- Animais
	2.2- Protocolo Experimental
	2.3- Avaliação nutricional dos animais
	2.4- Caracterização da obesidade
	2.5- Determinação do momento inicial da obesidade
	2.6- Constituição dos grupos controle e obeso
	2.7- Obesidade e comorbidades
	2.8- Dosagem dos hormônios tireoidianos
	2.9- Caracterização da remodelação cardíaca
	2.10- Determinação do teor de água nos tecidos cardíaco, pulmonar e hepático
	2.11- Análise Estatística

	3. RESULTADOS
	3.1- Caracterização do momento inicial de obesidade
	3.2- Obesidade 15 semanas
	3.3- Obesidade 30 semanas
	3.4- Obesidade 45 semanas
	3.5- Comparação entre os grupos controles e obesos após 15, 30 e 45 semanas detratamento

	4- DISCUSSÃO
	4.1- Momento inicial da obesidade
	4.2-Constituição dos grupos controle e obeso
	4.3- Perfil nutricional
	4.4- Comorbidades
	4.5- Hormônios tireoidianos e obesidade
	4.6- Remodelação cardíaca

	5- CONCLUSÃO
	6- REFERÊNCIAS
	7. ANEXOS
	7.1- Perfil das rações
	7.2- Curvas das dosagens dos hormônios tireoidianos
	7.3- Amplificação de PCR em tempo real
	7.4- Dificuldades na técnica de Western Blot


