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RESUMO

Obesidade é uma doenca metabdlica cronica definida pelo acumulo excessivo do
tecido adiposo em relacdo a massa magra tecidual. Estudos clinicos mostram que a
obesidade esta associada a disfuncdo ventricular diastdlica e ndo consistente
comprometimento do desempenho sistélico. Os modelos experimentais que induzem
obesidade por dietas tém sido utilizados como alternativa para se estudar as
conseqiiéncias das anormalidades cardiacas decorrentes do acumulo de gordura.
Pesquisas mostram que a funcdo cardiaca em animais obesos pode estar
preservada, diminuida ou aumentada. Alteragdes nos substratos energéticos,
inibicdo da via glicolitica pelos &cidos graxos e redugdo na atividade da enzima
piruvato desidrogenase (PDH) podem contribuir para a disfungdo cardiaca induzida
pela obesidade. Em razdo da auséncia de pesquisas que avaliaram a relagao entre
funcdo cardiaca e metabolismo energético na obesidade, o objetivo deste estudo foi
testar a hipétese que o desequilibrio energético miocéardico, entre acidos graxos e
glicose, ocasionado pela obesidade, acarreta disfungdo cardiaca. O prejuizo
funcional nos animais obesos € decorrente de déficit de adenosina trifosfato (ATP),
via glicolitica, para a bomba de calcio (Ca**) do reticulo sarcoplasméatico (SERCA2).
Com a finalidade de testar esta hipotese, foi inibida a via glicolitica miocardica pela
administracdo do iodoacetato. Além disso, o metabolismo energético também foi
avaliado pela estimulagdo da PDH pelo dicloroacetato. Ratos Wistar machos, com
30 dias, foram distribuidos em dois grupos: controle (C; n=30) e obeso (Ob; n=30).
Os ratos C receberam ragado padrao para roedores e os Ob um ciclo de quatro
ragées hiperlipidicas por um periodo de 30 semanas. A gordura corporal total foi
realizada pela somatéria dos depdsitos epididimal, retroperitoneal, visceral e a
obesidade definida pelo indice de adiposidade. Os perfis nutricionais e metabdlicos
também foram avaliados nestes animais. O processo de remodelagédo cardiaca foi
avaliado por meio de andlises estruturais e funcionais. A estrutura foi analisada por
meio de estudo macroscépico post mortem. O estudo funcional do musculo papilar
isolado do ventriculo esquerdo foi analisado em condigcdes basais e por meio de
manobras inotrépicas. A comparagao dos grupos experimentais (controle e obeso)

foi realizada pelo teste “t” de Student. A funcdo cardiaca, a partir das diferentes



manobras inotropicas, foi avaliada pela ANOVA no modelo de medidas repetidas
para esquema de dois fatores independentes e complementada com o teste de
comparagcées multiplas de Student-Newman-Keuls. O nivel de significancia
considerado para todas as variaveis foi de 5%. A obesidade acarretou intolerancia a
glicose, hiperinsulinemia, hiperleptinemia e resisténcia a insulina apés 30 semanas.
No entanto, o comportamento da pressao arterial sistolica foi semelhante entre os
grupos. O estudo macroscopico post mortem mostrou que a obesidade nao
acarretou aumento dos pesos do coragdo e das camaras cardiacas apds 30
semanas. A obesidade ndo promoveu rigidez miocardica e deterioracdo da fungao
cardiaca em condigdo basal. As diversas manobras inotrépicas nao evidenciaram
alteracao entre os grupos controle e obeso, desde que, o comportamento da tensao
desenvolvida (TD) foi semelhante entre os grupos. O retorno dos valores da TD e da
tensao de repouso (TR) aos niveis basais, ap6s aumento da freqiiéncia cardiaca,
mostrou que a disponibilidade de energia nos dois grupos foi semelhante. O
estimulo da via glicolitica pelo dicloroacetato, ndo promoveu alteracdo entre os
grupos controle e obeso. O bloqueio com iodoacetato mostrou que a via glicolitica na
obesidade nao esta prejudicada. A analise da curva de regressao linear da TR
mostrou que os ratos controles apresentaram maior contratura do que 0s obesos.
Em conclusdo, o desequilibrio energético na obesidade na acarreta disfuncao
cardiaca. Ao contrario, a priorizagdo da utilizagcdo de acidos graxos proporciona
protecdo ao musculo cardiaco durante o bloqueio da glicélise, sugerindo que esta

via metabdlica é menos utilizada pelo miécitos nos animais obesos.

Palavras-chave: ratos; obesidade; fungcdo miocardica; metabolismo energético.



ABSTRACT

Obesity is a chronic metabolic disorder defined by excessive accumulation of body
fat relative to lean tissue. Clinical studies show that obesity is associated with
ventricular dysfunction and not consistent impairment of systolic performance.
Experimental models that induce obesity by diet have been used as an alternative to
study the consequences of cardiac abnormalities resulting from accumulation of fat.
Researchs show that cardiac function in obese animals may be preserved,
diminished or increased. Alterations in energy substrates, inhibition of the glycolytic
pathway by fatty acids and reduced activity of the enzyme pyruvate dehydrogenase
(PDH) may contribute to cardiac dysfunction induced by obesity. Due to the lack of
research evaluating the relationship between cardiac function and energy
metabolism in obesity, the ovjective of this stusy Was 10 test the hypothesis that the myocardial
energy imbalance between fatty acids and glucose, caused by obesity, leads to
cardiac dysfunction. The functional impairment in the obese animals is due to deficit
of adenosine triphosphate (ATP), glycolytic pathway for calcium (Ca?*) pump of
sarcoplasmic reticulum (SERCAZ2). For this purpose, was inhibited the myocardial
glycolytic pathway by administration of iodoacetate. Moreover, energy metabolism
was also assessed by stimulation of PDH by dichloroacetate. Thirty-day-old male
Wistar rats were assigned to one of two groups (n=30 each): control (C) and obese
(Ob). The C group was fed a standard diet and Ob group was fed cycles of four high-
fat diets for 30 weeks. The total body fat was measured from the sum of the
individual fat pad weights (epididymal, retroperitoneal and visceral) and the obesity
defined by adiposity index. The nutritional and metabolic profiles of these animals
were also evaluated. The cardiac remodeling process was assessed by structural
and functional analysis. The structure was analyzed post-deatr fOr macroscopic study.
Myocardial performance of isolated papillary muscle from the left ventricle (LV) was
evaluated by under baseline conditions and after inotropic maneuvers. Comparisons
between experimental groups (control and obese rats) were performed using
Students-t test for independent samples. The cardiac function, after inotropic
maneuvers, was analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) for repeated
measures and complemented by Student-Newman-Keuls’s posthoc test for specific



differences. The level of significance considered was 5 %. Obesity promoted glucose
intolerance, hyperinsulinemia, hyperleptinemia and insulin resistance after 30 weeks.
However, the behavior of systolic blood pressure was similar between groups. The
postdeath Macroscopic study showed that obesity doesn’t promote to an increase in
heart weight and heart chambers at 30 weeks. Obesity did not cause myocardial
stiffness and

damage on cardiac function under baseline conditions. Several inotropic maneuvers
no make evident changes between control and obese, since the behavior of
developed tension (DT) was similar between the groups. The return values of DT and
resting tension (RT) to baseline levels, after an increase in frequency of stimulation,
exhibited that the availability of energy in the two groups was similar. The stimulation
of glycolytic pathway by dichloroacetate, did not promote alteration between the
control and obese. The inhibition with iodoacetate showed that glycolytic pathway in
obesity is not impaired. The linear regression analysis of RT displayed that control
rats showed greater contracture than obese. In conclusion, the energy imbalance on
obesity does not cause cardiac dysfunction. On the contrary, the prioritization of fatty
acids utilization provides protection to cardiac muscle during the inhibition of

glycolysis, suggesting that this pathway is fewer used by obese myocytes.

Keywords: rats, obesity, myocardial function, energy metabolism.
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1. INTRODUCAO

Obesidade é uma doenca metabdlica cronica definida por um acumulo
excessivo do tecido adiposo em relagdo a massa magra tecidual V. Incide em
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, afetando todas as idades e classes sécio-
econdmicas, sendo um dos principais fatores de risco para doengas crbnicas e

incapacitantes 4.

De acordo com a Pesquisa de Orgamentos Familiares do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, aproximadamente 40 milhdes de
pessoas no Brasil apresentam sobrepeso e destas 10,5 milhdes sdo obesas ®)
Segundo estimativa da Organizagdo Mundial de Saude, no ano de 2015, cerca de
2,3 bilhdes de adultos estardo com sobrepeso, e destes, pelos menos 700 milhdes
serdo considerados obesos (indice de Massa Corporal [IMC] > 30 g/m?) "),

Os mecanismos que causam a obesidade podem ser desencadeados pela
interagao de diversos fatores, como os genéticos, os psicoldgicos, os ambientais, o
sedentarismo e os habitos alimentares. A maior disponibilidade e consumo de dietas
altamente energéticas e palataveis tem acarretado elevagdo do peso corporal 457,
Por essa razéo, a obesidade induzida por dieta é o modelo mais apropriado para se
estudar as conseqiiéncias dessa patologia 5.

A obesidade estd associada com o aumento no risco de mortalidade e

8,9)

redugcdo na expectativa de vida ®® e numerosas co-morbidades como, diabetes

mellitus tipo 2, dislipidemias, resisténcia a insulina e doencas cardiovasculares
como, hipertensdo arterial, doenca arterial coronariana, fibrilacdo atrial e

insuficiéncia cardiaca (%",
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Estudos clinicos mostram que obesidade esta associada a disfungcéo

12-22)

ventricular, geralmente, diastélica , € ndo consistente comprometimento do

desempenho sistélico (1213:16.18.19.22:24)

Pesquisas em animais geneticamente
obesos mostram, na sua maioria, disfuncdo contratil e de relaxamento cardiaco

%), Em modelos de obesidade induzida por dieta hipercalérica os resultados sao

25,34 35-38)

divergentes, desde que mostram funcao ventricular preservada ©**%, diminuida ¢
ou aumentada 9.

Os mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pela depressdo da fungéo
cardiaca, em diversos modelos, ndo estdo totalmente esclarecidos. Diferentes
fatores poderiam contribuir para a disfuncdo: alteracdo no processo excitagéo-
contragdo, nas proteinas contrateis, na matriz extracelular, na modulagéo
autonbémica, necrose ou apoptose dos midcitos e déficit de oxigénio ou no substrato
energético 4043,

O coracdao é um o6rgao cujas células estdo adaptadas para contracdes
ininterruptas e altamente coordenadas. Para exercer sua fungdo necessita de
constante suprimento de substancias metabdlicas altamente energéticas. O coragao
€ capaz de utilizar uma variedade de substratos e de se adaptar rapidamente as
alteracées da oferta do tipo do suprimento energético “*. Os principais nutrientes
utilizados pelo coragdo sao os acidos graxos e a glicose. Em condi¢cbes aerdbicas
normais, aproximadamente 70% da producdo de energia miocardica deriva do
metabolismo de acidos graxos, sendo a contribuicéo glicolitica em torno de 30% “*
9O miocardio nao participa da sintese de &acidos graxos, sendo que a utilizagdo
deste substrato depende fundamentalmente de suprimentos exdgenos. As fontes
para o coracdo incluem os acidos graxos livres do plasma e os liberados pelos

(50,51)

triglicérides por acdo das lipases lipoproteicas A (glicose utilizada pelo
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miocérdio é derivada do plasma ou de estoques intracelulares de glicogénio ©?. A
glicose é o principal substrato para o metabolismo oxidativo do coragdo quando os
niveis plasmaticos de acidos graxos sao baixos e as concentracdes de glicose e de
insulina sdo altas, como no estado pés-prandial ©". H4 uma relagéo inversa entre a
concentracao de acidos graxos plasmaticos e a oxidagdo de glicose pelo tecido
miocardico . O aumento dos niveis de &cidos graxos inibe a glicélise no citosol e a
acdo da piruvato desidrogenase (PDH) “*. A inibicdo do metabolismo da glicose

pela oxidagédo dos acidos graxos foi observada pela primeira vez no coragéo isolado

®4) & também ocorre no coragao in vivo 2%,

Os efeitos da obesidade na selecdo do substrato energético pelo miocardio

55,56)

ndo foram extensivamente investigados . Estudos clinicos ! e experimentais

(44852 om obesos tém mostrado que o fator responsavel pela escolha do substrato

energético cardiaco sao os niveis plasmaticos elevados de &acidos graxos e

triglicérides °"*®: na obesidade, o aumento da captacdo e da oxidacdo dos acidos

graxos estd associada com o decréscimo da utilizacdo de glicose pelo miocardio

(4.48.52.5556) ~ Além disso, o conteldo de triglicérides no miocardico pode estar

aumentado ®®. A elevacdo dos &cidos graxos circulantes e dos triglicerideos esta

associada com o aumento do indice de massa corporal 3,

As alteragbes nos substratos energéticos utilizados pelo miocardio podem ser

i . ~ . (4,30,59,60)
responsabilizados pela disfuncdo cardiaca constatada em obesos .
Resultados de estudos experimentais mostram que além da lipotoxidade, isto é,

+81) outro fator que pode

acumulo de lipideos e seus derivados no cardiomidcito ¢
contribuir para a disfuncdo cardiaca esta relacionado com a inibi¢cdo da via glicolitica
pelos 4cidos graxos. A bomba de calcio (Ca®*) do reticulo sarcoplasmatico

(SERCA2) é a proteina responsavel pela recaptura do célcio citosélico para o
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reticulo sarcoplasméatico. Ensaios realizados em miocardio de rato sugerem que o
ATP gerado pela oxidacao da glicose é o preferencialmente utilizado pela SERCA2
(48:49.6264)  Eyperimentos mostraram que a inibicdo da glicdlise deteriora o
relaxamento do miocardio na isquemia e pos reperfusdo, sugerindo que o ATP

gerado pela via glicolitica pode ser essencial para o relaxamento adequado 57

Estudos em camundongos db/db obesos e diabéticos %%

mostraram que a
normalizacdo do metabolismo dos &cidos graxos e da glicose cardiaco, com
aumento da oxidagéo da glicose e consequente diminuicdo da utilizagdo de acidos

(6068) Além dessa

graxos, reverte a disfungdo contratil encontrada nesses animais
alteragéo na via glicolitica desencadeada pelos acidos graxos, autores verificaram
diminuicdo da atividade da piruvato desidrogenase (PDH) no miocardio de ratos
Zucker ® e de camundongos ob/ob obesos ®%. Segundo esses investigadores, a
reducdo na atividade da PDH, responsavel pela transformagao do piruvato para
acetil-coA, poderia também contribuir para a disfuncao cardiaca nos animais obesos.

O objetivo deste trabalho foi testar a hipétese que o desequilibrio energético
miocardico entre acidos graxos e glicose acarreta disfuncdo cardiaca nos animais
obesos decorrente de déficit de ATP para a SERCA2. Com a finalidade de testar
esta hipotese, foi inibida a via glicolitica miocardica pela administracdo do
iodoacetato (IAA), droga que bloqueia a atividade da enzima gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase ®8 A inibicao intensificara a disfuncdo cardiaca nos ratos obesos.
Como a depressao do desempenho cardiaco pode também estar relacionada com a
diminuicdo da atividade da PDH ®’" esta enzima foi estimulada pelo

dicloroacetato (DCA). O aumento da atividade da enzima revertera a queda do

desempenho cardiaco.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1- Animais

No presente estudo foram utilizados 60 ratos Wistar machos, com 30 dias de
idade, provenientes do Biotério do Laboratério Experimental do Departamento da
Clinica Médica, Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” - UNESP, Sao Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos no biotério
de origem sob as seguintes condicdes: gaiolas individuais de polipropileno com
tampas de arame cromado forradas com maravalha de Pinus esterilizada,
temperatura (24 + 2°C), umidade (55 = 5°C) e ciclos de iluminacédo de 12 horas. Os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o “Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals” publicado pelo “U.S. National Institutes of Health""?

e 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= 30) ou hipercalérica (DH, n= 30). Os ratos DN receberam
racdo padrdo para roedores (RC Focus 1765, Agroceres®, Rio Claro, Sdo Paulo,
Brasil) e os DH ciclos de quatro racoes hiperlipidicas (RC Focus 2413, 2414, 2415 e
2416, Agroceres®, Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil), por periodo de 34 semanas. As
racoes hiperlipidicas foram alternadas a cada 24 horas. Os ratos DN e DH
receberam 50 g de racao e apds 24 horas a quantidade nao ingerida foi mensurada.

A oferta de agua foi ad libitum.
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As racbes idealizadas no Laboratorio Experimental de Mdusculo Papilar
Isolado do Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina de Botucatu,
Unesp, foram adaptadas a partir de modelo dietético utilizado anteriormente pelo

grupo.™®

2.2.1- Composicao das racoes padrao e hiperlipidica

A racdo padrdao RC Focus 1765 foi composta pelos seguintes ingredientes:
fosfato bicélcico, 6leo de soja degomado, cloreto de so6dio, milho moido, aditivo
antioxidante, farelo de soja, farelo de trigo, farinha de carne e ossos, farinha de
peixe, suplemento mineral e vitaminico. As quatro ragdes hiperlipidicas RC Focus
2413, 2414, 2415 e 2416 apresentaram a mesma composi¢cao nutricional, com
excecdo dos aditivos flavorizantes, queijo, bacon, chocolate ou baunilha,
respectivamente; as ragdes foram constituidas de cloreto de sédio, caseina, soro de
leite em pd, concentrado protéico de soja, milho integral moido, farinha de bolacha,
fosfato bicalcico, carbonato de calcio, 6leo de milho, aditivos emulsificante e
antioxidante, suplemento mineral e vitaminico.

A composicado de macro e micronutrientes das ragdes padréao e hiperlipidica,
mensurada pela empresa Agroceres®, Rio Claro, Sio Paulo, Brasil, esta
apresentada no Quadro 1. Os perfis de aminoécidos, carboidratos e acidos graxos,
avaliados no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas do
Departamento de Tecnologia - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil, estdo apresentado nos Quadros 2, 3 e 4,

respectivamente.



Quadro 1- Composigcao de macro e micronutrientes das racoes (%)

Racoes

Componentes Padrao Hiperlipidica
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 42,7 26,4
Gordura 4,0 20,0
Vitaminas e Minerais 11,3 12,1
Fibras 8,0 9,0
Umidade 12,0 12,5
Calorias (Kcal/g) 2,95 3,65
% Calorias da proteina 29,8 21,9
% Calorias do carboidrato 57,9 28,9
% Calorias da gordura 12,3 49,2




Quadro 2- Perfil de aminoacidos das ragdes (%)

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




Quadro 3- Perfil de carboidratos das racoes (%)

Racoes
Carboidratos Padrao Hiperlipidica
Raffinose 1,74 0,81
Maltose 1,07 1,60
Glicose Livre 0,82 1,63
Glicose 46,58 4237
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

24
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Quadro 4- Perfil de acidos graxos saturados e insaturados das racoes (%)

Racoes
Acidos graxos Padrao Hiperlipidica
Caproico (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 (c18:2n6¢c) 47,10 40,83
a-Linolénico (c18:3n3c) 3,72 0,87
Acidos Graxos Saturados 21,16 20,21
Acidos Graxos Insaturados 78,84 79,79

2.3- Perfil nutricional dos animais
O perfil nutricional foi determinado pela anélise de ingestao calérica, eficiéncia

alimentar, peso e gordura corporal, indice de adiposidade, lipidios, glicemia e
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albumina sérica. A ingestao calorica foi calculada pela seguinte férmula: ingestéo
alimentar semanal multiplicada pelo valor energético de cada racao (g x kcal). Com a
finalidade de analisar a capacidade de o 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® modelo
Spider 2 (Toledo do Brasil Industria de Balangas Ltda, Sdo Bernardo do Campo, Séo
Paulo, 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 pelo peso corporal
final, multiplicado por 100.7% Para andlise do perfil glicémico, lipidico e protéico, os
ratos foram colocados em jejum por 12 a 15 horas, anestesiados com pentobarbital
sodico (50mg/kg/IP, Cristalia® Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Sdo
Paulo, Brasil) e eutanasiados por decapitagdo. A seguir, as amostras de sangue
foram coletadas em tubos Falcon, centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos
(Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburg, Germany) e armazenadas em freezer a -
80°C (Thermo Fisher Scientific LLC, Asheville, NC, USA). As concentracbes séricas
de glicose, triacilglicerol, colesterol total, lipoproteinas de alta (HDL) e baixa (LDL)
densidade, e proteinas foram determinadas utilizando-se kits especificos (CELM®,
Barueri, Sdo Paulo, Brasil) e analisadas pelo método enzimatico colorimétrico
automatizado (Technicon, RA-XT™ System, Global Medical Instrumentation,
Minessota, USA). Os niveis de &cidos graxos ndao-esterificados (NEFA) foram
avaliados utilizando kit colorimétrico (WAKO NEFA-C, Wako Pure Chemical

Industries, Osaka, Japan) pelo método de Johnson & Peters."
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2.4- Caracterizacao da obesidade
A obesidade foi determinada utilizando-se o indice de adiposidade. Diversos
autores utilizam este indice para avaliara a quantidade de gordura corporal em

34,76-78

roedores.' ). Este método é faciimente realizado e permite analisar os depésitos

de gordura corporal de maneira consistente.

2.5- Determinacao do momento inicial da obesidade

O momento do inicio da obesidade foi determinado a partir da aferigédo
semanal do peso corporal dos animais. Na quarta semana de tratamento, observou-
se aumento significante do peso corporal no grupo DH em relagdo ao DN, sendo
considerado como inicio da obesidade no grupo DH. Esta decisdo foi adotada com
base em estudo prévio do nosso grupo, no qual verificou-se que a diferenca do peso
corporal entre os grupos era resultante do maior indice de adiposidade nos ratos

DH_(7.80)

2.6- Constituicao dos grupos controle e obeso

Apbés 30 semanas do inicio da obesidade, os grupos de animais que
receberam ragao padrao e hiperlipidica foram denominados controle (C) e obeso
(Ob), respectivamente.

Na experimentacao biol6gica, em especial estudos experimentais, mesmo
quando mantidas as condi¢bes laboratoriais semelhantes, ndo esta assegurada uma
homogeneidade de resposta. Neste sentido, os ratos submetidos a racao padrédo e
hiperlipidica poderiam apresentar, em maior ou menor escala, caracteristicas

comuns, como, por exemplo, o indice de adiposidade. Estudo publicado previamente
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@) mostrou que este fato pode conduzir a um erro de classificacdo, ou seja, animais

submetidos a racdo padrdao 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 os animais em dois
grupos distintos de acordo com o indice de adiposidade. Com essa finalidade, foi
construido um intervalo de 95% de confianca (IC) para a média do indice de
adiposidade dos ratos controle e obeso. Foi adotado como ponto de separacéo (PS)
entre os grupos, o ponto meédio entre o limite superior do C e o limite inferior do Ob;
a partir deste ponto foram excluidos do grupo C os animais com indice de
adiposidade acima do PS e do grupo Ob os animais com indice de adiposidade

abaixo do PS.

PS

Controle

Excluidos Excluidos

Figura 1. Ponto de separagéo do indice de adiposidade entre os grupos controle e obeso
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2.7- Obesidade e comorbidades

Desde que a obesidade pode apresentar comorbidades, as alteracées no
perfil cardiovascular, metabdlico e hormonal, como hipertensao arterial sistémica,
intolerancia a glicose, resisténcia sistémica a insulina, dislipidemias, hiperglicemia,

(37.38.82.83) f5ram avaliadas nos ratos obesos.

hiperinsulinemia e hiperleptinemia
2.7.1- Hipertensao arterial sistémica

Como os animais obesos podem apresentar hipertensao arterial sistémica,®*
8) foi mensurada a pressao arterial sistélica (PAS). A PAS foi aferida indiretamente
por plestimografia de cauda, utilizando-se electro-sphymomanometer, Narco Bio-
System®, modelo 709-0610 (International Biomedical, Inc, USA); este método nao
permite avaliar a pressdo 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. Apds o aquecimento, foi acoplado o sensor e
0 manguito em torno da cauda do animal. O manguito foi insuflado até atingir
pressao de 200 mmHg e, posteriormente, desinsuflado. As pulsagbes 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
condicbes basais, foi analisado o perfil glicémico apdés uma sobrecarga de glicose. A

partir deste teste foi possivel constatar se os ratos obesos desenvolveram



30

intolerancia a glicose, isto é, apresentavam niveis de glicemia elevados em relagao
ao grupo C apds a sobrecarga de glicose. As coletas de sangue, na artéria caudal,
foram realizadas na condicdo basal apés um periodo de jejum de 6 horas e apds
administracdo intraperitoneal de glicose 25% (Sigma-Aldrich,® St Louis, MO, USA),
equivalente a 2 g/kg. As amostras sanguineas foram coletadas nos momentos 0,
considerado condicdo basal, e apés 15, 30, 60, 90 e 120 minutos da infusdo da
glicose. A mensuragao dos niveis glicémicos foi realizada com glicosimetro portatil
Accu-Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda, S&do Paulo, 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 a acao da insulina,
(38.83.85) foi analisado o perfil glicémico apés uma sobrecarga de insulina. A partir
deste teste foi possivel constatar se os ratos obesos apresentavam niveis glicémicos
elevados em relagédo ao grupo C apds infusédo de insulina. As coletas sanglineas, na
artéria caudal, foram realizadas na condicao basal ap6s um periodo de jejum de 6
horas e apés administragdo intraperitoneal de insulina regular (Novolin® R, Novo
Nordisk, Bagsvaerd, Denmark), equivalente a 1,5 Ul/kg. As amostras sanguineas
foram coletadas nos momentos 0, considerado condicao basal e apos 5, 10, 15, 20,
25 e 30 minutos da administracdo da insulina. A mensuracao dos niveis glicémicos
foi realizada com glicosimetro portatil Accu-Chek GO Kit (Roche Diagnostic Brazil

Ltda, S&o Paulo, Brasil). A resisténcia a insulina foi avaliada pelo perfil da curva e

area glicémica.
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2.7.4- Dislipidemias e Hiperglicemia

Como os animais obesos podem apresentar alteragcdes do perfil lipidico e
glicémico, ©"8®) foram avaliadas as concentragdes séricas de glicose,
triacilglicerol, colesterol total, lipoproteinas de alta e baixa densidade e acidos graxos
ndo-esterificados (NEFA). A metodologia utilizada foi descrita no item 2.3, referente

a avaliagao nutricional dos animais.

2.7.5- Hiperinsulinemia e Hiperleptinemia
Como o0s animais obesos podem apresentar hiperinsulinemia e

87.38.8588) foram analisados os niveis séricos destes horménios. As

hiperleptinemia, |
concentragdes hormonais foram determinadas pelo método de ELISA utilizando-se
kits especificos (Linco Research Inc, St. Louis, MO, USA). A leitura foi realizada com
auxilio de leitor de micro-placa (Spectra MAX 190, Molecular Devics, Sunnyvale, CA,

USA).

2.8- Determinacao do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico
Em razado da obesidade poder acarretar aumento na volemia corporal dos
ratos, ® o que poderia promover actimulo de liquido nos tecidos, foi realizada a
avaliagdo do teor de agua tecidual nas amostras de ventriculos esquerdo e direito,
atrio, pulméo e figado. Apés a remoc¢ao do tecido, realizou-se a pesagem in natura.
Em seguida, as amostras foram submetidas a secagem em estufa (Kamp
Metaldrgica, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil), sob temperatura de 55 + 5°C,
por um periodo de 48 horas. A determinacado 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 o peso seco.
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2.9- Caracterizacao da remodelacao cardiaca

Como a obesidade pode acarretar remodelagdo cardiaca, (122225-33:3539)

0
coracdo foi analisado por meio de estudos estruturais e funcionais. A estrutura foi
avaliada post mortem por analises macroscopicas. A funcao foi analisada in vitro
utilizando o musculo papilar isolado do ventriculo esquerdo. Os métodos utilizados

para analise da remodelagéo cardiaca estdo descritos abaixo:

2.9.1- Estrutura do coracao post mortem

A andlise estrutural, macroscopica post mortem, permite identificar a presencga
de hipertrofia cardiaca a nivel atrial e ventricular. A presenga de hipertrofia foi
determinada pela analise dos seguintes parametros: peso total do coragao, do atrio,
dos ventriculos esquerdo e direito, e das respectivas relagbes com o comprimento

da tibia.

2.9.2- Funcao miocardica in vitro - Musculo papilar isolado
A técnica que utiliza o musculo papilar isolado do ventriculo esquerdo,

(®0-92) avalia a fungdo mecanica do

realizada rotineiramente em nosso laboratorio,
miocardico in vitro. Esta preparagdo permite detectar alteragbes precoces na
contragdo e no relaxamento do musculo cardiaco, ® independente das variagdes da
pos-carga, pré-carga, frequéncia cardiaca, influéncia hormonal e substrato
energeético, o que é dificil de ser obtido na avalia¢gdo do coragéo in vivo. Além disso,
como a adaptacdo do organismo a obesidade pode causar efeitos indiretos no
coragao, o estudo com musculo papilar isolado tem a vantagem de possibilitar a

andlise direta da fungcdo miocardica. O estudo funcional do musculo papilar isolado

do ventriculo esquerdo foi realizado conforme técnica descrita abaixo.



33

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico, 50mg/kg/ip,
eutanasiados por decapitagdo e submetidos a toracotomia mediana. Os coracgbes
foram rapidamente removidos e colocados em solugdo de Krebs-Henseleit® com a
seguinte composicao em mM: 118,5 NaCl; 4,69 KCI; 2,5 CaCl,. 1,16 MgSQOyq; 1,18
KH2POy4; 5,50 glicose e 24,88 NaCOs, mantidos a temperatura de 28°C, previamente
oxigenada durante 10 minutos com 95% de oxigénio (O.) e 5% de diéxido de
carbono (CO.). Ap6s permanecerem aproximadamente 1 minuto na solucdo, os
coragdes foram retirados e o ventriculo direito dissecado com a finalidade de expor o
septo interventricular; este foi dividido a fim de permitir a exposicdo adequada dos
dois musculos papilares, anterior e posterior, do ventriculo esquerdo. Os musculos
papilares foram cuidadosamente dissecados, mantendo-se nas suas extremidades
segmentos da parede ventricular. Esses fragmentos serdo presos a anéis de ago
inoxidavel com didmetro interno de 3,8 a 4,2 mm; a fixagdo dos anéis nestes
fragmentos tem como finalidade evitar a lesdo da extremidade dos musculos
papilares. Estes, apbés terem suas extremidades presas aos anéis, foram
rapidamente transferidos para cémara de vidro contendo a mesma solugdo de
Krebs-Henseleit descrita acima, continuamente oxigenada com 95% de O, € 5% de
CO., e mantida a temperatura de 28°C, gragas ao uso de banho circulante
(Refrigerating/Heating -20°C to 150°C, PolyScience Division of Preston Industries,
Inc., Niles, IL, USA). O mdusculo papilar foi posicionado verticalmente e sua
extremidade inferior acoplada a um fio de ago inoxidavel, 0,38 mm de diametro,
conectado a um transdutor de forga (Grass FT03 Force Displacement Transducer,
GRASS Technologies, An Astro-Med, Inc. Product Group, West Warwick, RI, USA).

O fio de ago atravessava uma fenda, preenchida por mercurio, existente no assoalho
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da camara de vidro. A porgao superior tendinosa do musculo papilar foi conectada a
um fio de ago, semelhante ao anterior, que estava ligado a extremidade do braco
longo de uma alavanca isotonica de metal. Sobre esta extremidade existia um
micrémetro (L.S. Starrett. Co. Athol. Mass. n?463, USA.) que controlava a extensao
dos movimentos da alavanca, permitindo ajustar o comprimento de repouso do
musculo papilar. Na extremidade do brago curto da alavanca foi suspenso, por fio de
aco, semelhante aos anteriores, um peso de 5,0 g, denominado pré-carga, que tinha
por finalidade promover o estiramento inicial do musculo papilar. A alavanca era
constituida de aluminio ou bronze, rigida e leve, sendo a razdo entre os bragos
longo e curto de 4:1.

Os musculos papilares foram estimulados 12 vezes por minuto (0,2 Hz) por
meio de eletrodos de platina tipo agulha (Grass E8, GRASS Technologies, An Astro-
Med, Inc. Product Group, West Warwick, RI, USA), posicionados paralelamente ao
eixo longitudinal dos musculos. Os eletrodos foram acoplados a estimulador elétrico
(Grass S48, GRASS Technologies, Na Astro-Med, Ic. Product Group, West Warwick,
RI, USA) que emitia estimulos em onda quadrada de 5 mili-segundos. A voltagem de
estimulo utilizada foi, 12 a 15 volts, aproximadamente 10% acima do valor minimo
necessario para provocar resposta mecanica maxima do musculo. O pH da solugéo
foi entre 7,38 a 7,42 e a pressao parcial de oxigénio da solugao foi mantida entre
550 a 600 mmHg.

Apds um periodo de 60 minutos, durante os quais os musculos contrairam
contra a pré-carga sem desenvolverem forga, contragao isotdnica, foi colocado uma
carga adicional de 50 g, denominada pés-carga, na extremidade do brago curto da
alavanca. A carga total, pré-carga acrescida da pés-carga, impedia que os musculos

encurtassem, passando os mesmos a desenvolverem somente forca, contracédo
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isométrica. O excessivo estiramento muscular que poderia ser causado pela adigéo
da pos-carga foi evitado pelo micrometro que impedia a movimentagéao da alavanca.
Apo6s a estabilizacdo do musculo em contragcao isométrica, este foi progressivamente
estirado, por meio do micrébmetro, até a forgca desenvolvida atingir o seu valor
maximo. O comprimento de estiramento da fibra muscular associado a forca ou
tensdo maxima desenvolvida, em contracdo isométrica, denominou-se Lmax. Apés
atingir o Lmax, o musculo foi novamente colocado em contra¢do isotdnica durante 5
minutos. A seguir, o musculo papilar foi recolocado em contracao isométrica para
determinagéo final de Lmax. O registro das variaveis foi iniciado apés verificar-se

que o musculo permaneceu estavel em contragdo isométrica durante 15 minutos.

2.9.2.1- Parametros funcionais

Os seguintes parametros mecanicos foram analisados a partir de curvas
obtidas durante uma contragdo isométrica: tensdo desenvolvida (TD, g/mm?), tensdo
de repouso (TR, g/mm?), velocidade maxima de variagdo da tensdo desenvolvida
(+dT/dt, g/mm?s) e velocidade maxima de variagdo de decréscimo da tensdo
desenvolvida (-dT/dt, g/mmz/s). A Figura 1 ilustra a curva de contragdo isométrica

que foi obtida durante os experimentos.

/ + dT/dt

- /

TENSAO (g)

S
-dT/dt

Figura 2. Representagao da curva de contragao isométrica
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As contragdes isométricas foram registradas em um sistema de aquisigéo de
dados computadorizado (AcqKnowIedge® MP100, Biopac Systems, Inc, Santa
Barbara, CA, USA). A andlise das curvas permitiu determinar os valores dos
parametros mecénicos. Os valores da TD, TR, +dT/dt e —dT/dt foram divididos pela
area seccional do musculo papilar. Este processo de normalizacdo permitiu
comparar o desempenho de musculos de diferentes tamanhos. Os dados obtidos
foram apresentados de duas formas neste trabalho: valores absolutos e percentuais
médio de resposta do grupo tratado em relagdo a média do grupo controle. Neste

ultimo caso, os valores obtidos do grupo controle corresponderam a 1,0.

2.9.2.2- Protocolo funcional

O desempenho mecéanico dos musculos papilares em contragao isométrica foi
analisado sob condicdo basal e apo6s diferentes manobras inotropicas e
lusinotropicas. Essas foram utilizadas com a finalidade de identificar alteragbes da
contragao e do relaxamento que poderiam néo ser observadas em condi¢des basais.
Além disso, as mesmas podem auxiliar no entendimento dos possiveis mecanismos
relacionados com as alteracbes da funcdo mecéanica do miocardio. As manobras
mais freqientemente utilizadas sdo: potencial pds-pausa, variacdo da concentracao
de calcio extracelular e alteragcao da freqiiéncia de estimulo cardiaco, que permitem
identificar a participacdo do transito de calcio intracelular na patogénese da

disfungéo do miocardio.
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2.9.2.2.1- Protocolo funcional em condicao basal

A obtenc¢ao dos dados em condi¢do basal foi realizada com concentragédo de
calcio de 2,5 mM na solugao de Krebs-Henseleit. Além disso, nesta concentragao de
calcio também foi obtida a curva entre tensdo de repouso e variagcoes de
comprimento diastélico do musculo (curva de tensdo-comprimento). O
comportamento da curva permite inferir a rigidez miocardica do musculo papilar.
Com essa finalidade, a TR foi analisada em comprimentos musculares
correspondentes a 90%, 92%, 94%, 96%, 98% e 100% de Lmax. A andlise do

comportamento da TR em relacdo a variagdes no comprimento do musculo foi

realizada pelo modelo de regressao potencial, por meio da seguinte equacéo: (TR)

79,074643 — 1,731019Comp + 0,009481Comp? para o grupo controle e (TR)
78,935064 — 1,725145Comp + 0,009429Comp® no grupo obeso. Além disso, os
coeficientes angulares e de inclinagdo da curva tensado-comprimento foram

calculados.

2.9.2.2.2- Manobras inotrépicas e lusitropicas

As seguintes manobras inotropicas e lusinotropicas miocardicas com efeitos

positivos e negativos foram realizadas:

2.9.2.2.2.1- Potenciacao pos-pausa

A potenciagdo potencial p6s-pausa (PPP) é um instrumento utilizado para
estudar a funcdo de liberacdo e armazenamento de calcio pelo reticulo

sarcoplasmético.(94) Além disso, esta manobra permite analisar indiretamente o



38

trocador Na*/Ca*?. A relagdo entre PPP e a fungdo miocardica foi realizada com
concentracao de calcio de 0,5 mM na solucédo de Krebs-Henseleit e apds periodos
de repouso de 10, 30 e 60 segundos com intervalos de 5 minutos entre cada
elevacdo. Os periodos crescentes tiveram como finalidade disponibilizar maiores
quantidades de calcio citosolico e, portanto, intensificar a magnitude do desempenho

do musculo cardiaco.

2.9.2.2.2.2- Elevacao da concentracao de calcio extracelular

A elevacao da concentracao de calcio intracelular acarreta aumento do fluxo
desse ifon por meio dos canais lentos de Ca*? e pela troca Na*/Ca*2,® o que
permite avaliar os mecanismos relacionados com o transporte de calcio intracelular e
a funcado miocardica. A elevagdo da concentragdo de calcio na solugdo de Krebs-
Henseleit foi realizada com aumentos sequenciais de Ca*? de 0,5 para 1,0, 1,5, 2,0 e

2,5 mM com intervalos de 5 minutos entre cada concentragao.

2.9.2.2.2.3- Alteracao da freqiiéncia cardiaca

A relacao entre freqiiéncia de batimentos e fungé@o cardiaca permite avaliar o
transito de calcio intracelular e o acoplamento excitagdo-contracdo.®® Esta manobra
foi realizada com concentragdo de célcio de 1,0 mM® na solugdo de Krebs-
Henseleit e ap6s aumento sequiencial da frequéncia de estimulo de 0,2 para 0,1, 0,2,

0,5, 0,7, 1,0 e 0,2Hz, com intervalos de 5 minutos entre cada elevacéo.
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2.9.2.2.2.4- Bloqueio do gliceraldeido 3-fostato desidrogenase (GAPDH)

O iodoacetato (Sigma®-Aldrich, St Louis, MO, USA) é um bloqueador
especifico da enzima gliceraldeido 3-fosfoto desidrogenase, inibindo a via glicolitica,
ou seja, a formacéo de piruvato®®. A dose de iodoacetato diluida em agua ultrapura
e o tempo de exposicdo ao bloqueador para a realizagdo do experimento foi,
respectivamente, 10°M e 75 minutos; este foi 0 tempo necessario para a maioria
dos musculos papilares apresentarem tensdo desenvolvida com valor igual a zero

gramas.

2.9.2.2.2.5- Estimulo da piruvato desidrogenase (PDH)

O dicloroacetato (Sigma®-Aldrich, St Louis, MO, USA) é um estimulador

7071 A dose de dicloroacetato diluida

especifico da enzima piruvato desidrogenase
em agua ultrapura e o tempo de exposi¢cdo ao estimulador para a realizacdo do
experimento foi, respectivamente, 1mM e 60 minutos; este tempo de exposicao foi

escolhido porque nos estudos pilotos ndo foi encontrada variacdo da tensao

desenvolvida apos este periodo.

Apoés o término das manobras de avaliagdo mecanica do musculo papilar, os
mesmos foram retirados da preparagdo e usados para a avaliagdo da area
seccional. Os parametros morfolégicos utilizados para caracterizar os musculos
papilares foram: comprimento (mm), peso (mg) e &rea seccional (mm?. O
comprimento in vitro, (Lmax) foi medido com auxilio de um catetébmetro Gartner
(Gartner Scientific Corporation, Chicago, USA). A porcdo muscular entre os anéis

de aco foi cortada, submetida a secagem com papel filtro e pesada. Considerando-
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se que o musculo papilar tem forma cilindrica, uniforme e peso especifico
aproximadamente unitario, a area seccional foi calculada dividindo-se o peso pelo

comprimento determinado em Lmax.

Os musculos papilares dissecados inadequadamente ou que apresentaram
comportamento funcional fora do padrao de normalidade foram excluidos do estudo.
O desempenho mecanico foi considerado inadequado quando os valores das
varidveis obtidas em contracdo isométrica apresentaram afastamento superior a
1,96 desvios padrao da média. Os musculos papilares que apresentaram area

seccional entre 0,5 e 1,5 mm? foram utilizados no experimento.

2.10- Analise estatistica

O perfil nutricional, as co-morbidades associadas a obesidade e as analises
macroscépicas e funcionais referentes a remodelacao cardiaca, foram expressas por
meio de medidas descritivas de posicao e variabilidade e submetidas ao teste "t” de
Student para amostras independentes 7).

A comparagao do perfil glicémico entre os grupos, visualizado tanto pelo teste
de tolerancia a insulina quanto pelo teste de tolerancia a glicose, foi realizada pela
andlise de variancia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas para esquema de
dois fatores independentes e complementada com o teste de comparagdes multiplas
de Bonferroni®®®.

As variaveis relacionadas ao estudo funcional do musculo papilar apés a
realizacdao das diferentes manobras inotrépicas e lusinotrépicas e a agdo do

bloquedor e do estimulador da via gicolitica foram estudadas pela ANOVA no

modelo de medidas repetidas para esquema de dois fatores independentes e
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complementada com o teste de comparagcées multiplas de Student-Newman-
Keuls®?.

A analise do comportamento da TD e TR apés administracdo do bloqueador
da via glicolitica, foi realizada por meio da construgcdo de modelo de regressao
linear. A comparagao entre os modelos foi feita pelo teste do coeficiente angular e
da constante de regressao (%),

A comparagdo entre as curvas de regressdo da TR em relagdo ao
comprimento do musculo foi realizada pelo teste do coeficiente angular e da

(100

constante de regresséo ). O nivel de significancia considerado para todas as

variaveis foi de 5%.
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3. RESULTADOS

3.1- Determinacao do momento inicial de obesidade
O peso corporal foi semelhante nas trés primeiras semanas de tratamento em
ambos os grupos C e Ob; entretanto, apdés a 42 semana de tratamento, o peso

corporal dos animais Ob foi significativamente maior que os C (Figura 3).

400— —a— C —e— Ob ¥
B 300-
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Figura 3. Evolugcdo semanal do peso corporal dos animais controle
(C, n=30) e obeso (Ob, n=30). Dados expressos em média + desvio
padrdo. ANOVA para o modelo de medidas repetidas em grupos
independentes e complementada com o teste post-hoc de
Bonferroni. * p<0,05 vs C.

3.2- Obesidade 30 semanas

3.2.1—- Composicao dos grupos controle e obeso

Na 302 semana de tratamento apds o inicio da obesidade, apds a aplicagao
do critério estabelecido para a composicdo dos grupos experimentais, vinte e dois

animais de cada grupo permaneceram no estudo, controle (C; n=22) e obeso (Ob;

n=22).
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3.2.2- Perfil nutricional dos animais

A Tabela 1 mostra o perfil nutricional dos animais C e Ob. O peso corporal
inicial e final, o ganho de peso, a ingestdo calérica, a eficiéncia alimentar, os
depésitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral, a gordura corporal total,
indice de adiposidade e valores séricos glicose foram maiores no Ob do que no C. A
ingestao alimentar foi menor no Ob do que no C. Nao houve diferenga significativa
entre os grupos nas dosagens séricas de proteina, triglicérides, colesterol, HDL, LDL

e NEFA.



Tabela 1. Perfil nutricional dos animais

Grupos
Variaveis C (n=22) Ob (n=22)
PCI (g) 328,0 £ 18,2 359,8 + 16,6*
PCF (g) 497,7+256  561,7 +35,7*
Ganho de peso (g) 159,3 + 26,8 201,9 £ 28,7*
Ingestao alimentar (g/dia) 251 £17 21,8 £1,8*
Ingestao calodrica (kcal/dia) 74,3+54 86,1 £6,2*
Eficiéncia alimentar (%) 1,25+0,15 1,34 +0,18*
Epididimal (g) 6,65 + 1,96 9,21 + 3,80"
Retroperitoneal (g) 7,86 £2,35 11,58 + 4,90"
Visceral (g) 8,31 £ 3,37 11,43 £ 4,58*
Gordura corporal total (g) 21,8+7,82 32,8 £9,31*
indice de adiposidade (%) 4,28 + 1,65 5,96 + 1,54*
Glicose (mg/dL) 107 £ 22,1 126 £ 19,3*
Triglicérides (mg/dL) 60,1 £ 15,2 66,1 £24.4
Colesterol (mg/dL) 58,3 +10,5 59,0 + 8,1
HDL (mg/dL) 248 +43 27,1+49
LDL (mg/dL) 14,0 +3,3 12,2428
Proteina (g/dL) 6,4+0,3 6,7+0,4
NEFA (mmol/L) 0,27 £ 0,05 0,28 + 0,06

Dados expressos em média * desvio padrédo. C: controle; Ob: obeso; 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<0,05 vs C. ¥ p<0,10 vs C.
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3.2.3- Pressao arterial sistolica

A Figura 4 mostra o resultado da presséo arterial sistélica final realizada nos

grupos C e Ob. Nao houve diferenca significativa na pressao arterial sistélica final

entre os grupos; portanto, a obesidade durante 30 semanas ndo acarretou

hipertensao arterial.
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Figura 4. Pressao arterial sistdlica final dos animais controle
(C, n=22) e obeso (Ob, n=22). Dados expressos em média +
erro-padrao. Teste “* de Student para amostras
independentes. Nao houve diferenga estatistica entre os

grupos.

3.2.4- Teste de tolerancia a glicose

A Figura 5 mostra o resultado do teste de tolerancia a glicose realizado nos
grupos C e Ob. Os niveis glicémicos foram semelhantes no momento basal entre os
grupos. Apds a administracao intraperitoneal de glicose, a glicemia foi elevada no
grupo Ob nos momentos 15, 30, 60, 90 e 120 em relagdo ao grupo C. A area

glicémica foi maior no grupo Ob em relagéo ao C (Figura 6).
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Figura 5. Teste de tolerancia a glicose dos animais controle (C,
n=22) e obeso (Ob, n=22). Dados expressos em média + desvio-
padrdo. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de
medidas repetidas em grupos independentes e complementada
com o teste post-hoc de Bonferroni. * p<0,05 vs
C.

30000+

8
S
T

10000+

Area glicémica

’

T
Controle Obeso

Figura 6. Area glicémica dos animais controle (C,
n=22) e obeso (Ob, n=22). Dados expressos em
média + desvio-padrao. Teste “t’ de Student para
amostras independentes. * p<0,05 vs C.

3.2.5- Teste de tolerancia a insulina
As Figuras 7 e 8 mostram o resultado do teste de tolerdncia a insulina

realizado nos grupos C e Ob. Os niveis glicémicos basais e ap6s a administragao
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intraperitoneal de insulina foram semelhantes entre os grupos. Nao houve diferenca

estatistica na area glicémica entre os grupos.
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Figura 7. Teste de toleréncia a insulina dos animais controle
(C, n=22) e obeso (Ob, n=22). Dados expressos em média *
desvio-padrao. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo
de medidas repetidas em grupos independentes e
complementada com o teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 8. Area glicémica dos animais controle (C, n=22) e
obeso (Ob, n=22) obtida no teste de tolerancia a insulina.
Dados expressos em média + desvio-padrao. Teste “f’ de
Student para amostras independentes.
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3.2.6- Analise sérica dos hormoénios insulina e leptina

A Figura 9 mostra as dosagens de insulina e leptina dos ratos C e Ob. Apéds
trinta semanas de obesidade os animais Ob apresentaram niveis séricos de insulina

e leptina maiores que os C.
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Figura 9. Niveis séricos de insulina e leptina dos animais controle (C, n=10) e obeso (Ob, n=10).

Dados expressos em média + erro-padrdo. Teste “f’ de Student para amostras independentes. *
p<0,05 vs C.

3.2.7- Determinacao do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico

A Tabela 2 mostra teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico
dos ratos C e Ob. Os animais Ob apresentaram menor quantidade de agua no figado

que os animais C. Entretanto, ndo houve diferenca significativa na quantidade de

agua no VE, VD, AT e pulmé&o.
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Tabela 2. Teor de 4gua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico

Grupos
Variaveis C (n=22) Ob (n=22)
VE (%) 75,4+0,8 75,4 +£0,8
VD (%) 75,9+0,9 75,6 £1,0
AT (%) 77,7 +£1.2 77,4+£1,9
Pulmao (%) 77,6 £0,6 77,6 £0,7
Figado (%) 67,8+0,9 66,2 +1,4*

Dados expressos em meédia £ desvio padrdo. C: controle; Ob: obeso
submetidos a 30 semanas de tratamento; VE: ventriculo esquerdo; VD:
ventriculo direito; AT: atrio. Teste “" de Student para amostras
independentes. * p<0,05 vs C.

A Tabela 3 mostra a relacdo peso Umido/peso seco cardiaco, pulmonar e
hepatico dos ratos C e Ob. Os animais Ob apresentaram menor relacao no figado

que os animais C. Entretanto, ndo houve diferenca significativa nas relagcoes do VE,

VD, AT e pulm&o.

Tabela 3 Relagéo peso umido/ seco nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico

Grupos
Variaveis C(n=22)  Ob(n=22)
VE 0,25 + 0,01 0,25 + 0,03
vD 0,25 + 0,01 0,26 + 0,03
AT 0,23 + 0,02 0,23 +£ 0,01
Pulmao 0,20 £ 0,02 0,20 +£ 0,01
Figado 0,31 £ 0,01 0,32 +0,01*

Dados expressos em média + desvio padrdo. C: controle; Ob: obeso; VE:
peso do ventriculo esquerdo; VD: peso do ventriculo direito; AT: peso do

atrio. * p<0,05 vs C.Teste “t’ de Student para amostras independentes. *
p<0,05 vs C.
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3.2.8- Estrutura do coracao post mortem

A Tabela 4 mostra a estrutura macroscoépica cardiaca post mortem dos ratos
C e Ob. Apoés trinta semanas de obesidade, ndo houve diferenga significativa no
comprimento da tibia, nos pesos do VE, VD, AT e coragdo. Também nao foi

visualizada diferenga quando normalizados pela Tibia nos dois grupos.

Tabela 4 Estrutura macroscépica cardiaca post mortem

Grupos

Variaveis C (n=22) Ob(n=22)
Tibia (cm) 4,37 £ 0,09 4,35+ 0,08
VE (g) 0,89+0,08 0,94 +0,09"

VD (9) 0,30 +£ 0,07 0,32 £ 0,05

AT (9) 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,01

Coracao (g) 1,29 £ 0,06 1,38+ 0,05
VE/Tibia (g/mm) 0,18 0,02 0,20 +0,02"
VD/Tibia (g/mm) 0,055 +0,01 0,060 * 0,01
AT/Tibia (g/mm) 0,021 £0,003 0,023 + 0,002

Coracao/Tibia (g/mm) 0,29 £ 0,02 0,32 £ 0,02

Dados expressos em média = desvio padrdo. C: controle; Ob: obeso; VE:
peso do ventriculo esquerdo; VD: peso do ventriculo direito; AT: peso do
atrio; VE/Tibia: relagcdo do peso do ventriculo esquerdo pelo comprimento da
tibia; VD/Tibia: relagdo do peso do ventriculo direito pelo comprimento da
tibia; AT/Tibia: relagdo do peso do atrio pelo comprimento da tibia. Nao
foram encontradas diferengas estatisticas entre os grupos. Teste “f’ de

Student para amostras independentes. # 0,05< p >0,10vs C.
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3.2.9- Funcao miocardica in vitro - Musculo papilar isolado

A avaliacao da funcao miocardica in vitro por meio de musculo papilar isolado
do VE, em condicdes basais e durante manobras inotrépicas, esta apresentada na

Tabela 5 e nas Figuras 10-22.

3.2.9.1- Condicao basal

Os valores basais da TD, TR, +dT/dt e -dT/dt e das areas seccionais dos

musculos papilares foram semelhantes entre os grupos; (Tabela 5).

Tabela 5. Contracao isométrica basal

Grupos
Variaveis C (n=22) Ob (n=22)
TD (g/mm?) 714+1,77  6,89+1,54
TR (g/mm? 0,68 +0,24 0,67 0,20
+dT/dt (g/mm?/s) 69,4+181  62,9+146
-dT/dt (g/mm?/s) 22,1+5,9 21,6 +4,9
Area seccional (mm?) 0,97 +0,24 0,98 +0,27

Dados expressos em média + desvio padrdo. C: controle; Ob: obeso;
concentracdo de calcio basal: 2.5 mM; TD: tensdo maxima desenvolvida;
TR: tensdo de repouso; +dT/dt: velocidade maxima de variagdo da tensao
desenvolvida; -dT/dt: velocidade maxima de variacdo de decréscimo da
tenséo desenvolvida. Teste “f” de Student para amostras independentes.
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A influéncia da variagao do comprimento muscular sobre a tensdo de repouso do
musculo papilar esta apresentada na Figura 10. Nao foram observadas diferencas
significantes entre os dois grupos analisadas pelo modelo de regressao nao linear.

Este resultado mostra que a obesidade n&o aumentou o0 grau de rigidez do

miocardio.
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Figura 10. Comportamento da tensdo de repouso em
fungé@o do comprimento do mdsculo em Lmax.

3.2.9.2- Potenciacao pds-pausa
Os efeitos da pausa na fungcdo do musculo papilar em valores absolutos
(g/mm?) e percentual médio de resposta (%) estdo mostrados nas Figuras 11 e 12,

respectivamente. A manobra nao acarretou diferenca de comportamento da TD, TR,

+dT/dt e - dT/dt entre os dois grupos.
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Figura 11. Potenciagdo pds-pausa realizada no miocardio de ratos controles (n= 12) e obesos (n=
12) apds a estimulagao elétrica ser cessada durante 10, 30 e 60 segundos. A: TD (tensdo maxima
desenvolvida); B: TR (tensao de repouso); C: +dT/dt (velocidade maxima de variagdo da tenséao
desenvolvida); D: -dT/dt (velocidade maxima de variagdo de decréscimo da tensdo desenvolvida).
Dados absolutos expressos em média * erro-padrao. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo
de medidas repetidas para grupos independentes e complementada com teste de comparagdes

multiplas de Student-Newman-Keuls.
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Figura 12. Potenciagédo pds-pausa expresso em percentual (%) de resposta do grupo Ob em
relacdo ao C apds a estimulagao elétrica ser cessada durante 10, 30 e 60 segundos. A: TD
(tensdo maxima desenvolvida); B: TR (tensdo de repouso); C: +dT/dt (velocidade maxima de
variagao da tensao desenvolvida); D: -dT/dt (velocidade maxima de variagéo de decréscimo
da tensao desenvolvida). Dados expressos em percentual médio + erro-padrdo. Andlise de
variancia (ANOVA) para o modelo de medidas repetidas para grupos independentes e
complementada com teste de comparagdes mdltiplas de Student-Newman-Keuls.

3.2.9.3- Elevacao de calcio extracelular

Os efeitos da elevacao da concentracdo de calcio extracelular na fungéo do
musculo papilar em valores absolutos (g/mm?) e percentual de resposta médio (%)
estdo sumarizados e ilustrados nas Figuras 13 e 14. A obesidade nédo foi capaz de
promover alteragdes entre os grupos nas diferentes concentragbes de célcio nas

variaveis analisadas, TD, TR, +dT/dt e —dT/dt.
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Figura 13. Efeitos da elevacdo da concentracdo de calcio extracelular no miocardio de ratos controles
(n=12) e obesos (n= 12). A: TD (tensdo méaxima desenvolvida); B: TR (tensdo de repouso); C: +dT/dt
(velocidade maxima de variagdo da tensédo desenvolvida); D: -dT/dt (velocidade maxima de variagao
de decréscimo da tensido desenvolvida). Dados absolutos expressos em média * erro-padrdo. Analise
de varidncia (ANOVA) para o modelo de medidas repetidas para grupos independentes e
complementada com teste de comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls.
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Figura 14. Efeitos da elevagdo da concentragdo de calcio extracelular expresso em
percentual (%) de resposta do grupo Ob em relagdo ao C. A: TD (tensdo maxima
desenvolvida); B: TR (tensdo de repouso); C: +dT/dt (velocidade maxima de variagdo da
tensédo desenvolvida); D: -dT/dt (velocidade maxima de variagdo de decréscimo da tensao
desenvolvida). Dados expressos em percentual médio + desvio-erro. Andlise de variancia
(ANOVA) para o modelo de medidas repetidas para grupos independentes e complementada
com teste de comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls.

3.2.9.4- Alteracao de freqiiéncia cardiaca

Os efeitos da alteracao da freqiéncia do estimulo na funcao do musculo papilar
estdo apresentados nas Figuras 15 e 16. Nao foram observadas alteracbes nas
variaveis TD, TR, +dT/dt e —dT/dt entre os grupos apds variacao da freqiiéncia de

estimulo.
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Figura 15. Efeitos da alteragao da freqliéncia cardiaca no miocardio de ratos controles (n= 10)
e obesos (n= 10). A: TD (tensdo maxima desenvolvida); B: TR (tensdo de repouso); C: +dT/dt
(velocidade méaxima de variagdo da tensdo desenvolvida); D: -dT/dt (velocidade méaxima de
variagao de decréscimo da tensédo desenvolvida). Dados absolutos expressos em média + erro-
padrdo. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de medidas repetidas para grupos
independentes e complementada com o teste de comparagdes multiplas de Student-Newman-

Keuls.
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Figura 16. Efeitos da alteracdo da freqiiéncia cardiaca expresso em percentual (%) de
resposta do grupo Ob em relagdo ao C. A: TD (tensdo maxima desenvolvida); B: TR (tenséo
de repouso); C: +dT/dt (velocidade maxima de variagdo da tensdo desenvolvida); D: -dT/dt
(velocidade maxima de variacdo de decréscimo da tensdo desenvolvida). Dados expressos
em percentual médio + erro-padrdo. Andlise de varidncia (ANOVA) para o modelo de
medidas repetidas para grupos independentes e complementada com teste de comparagées
multiplas de Student-Newman-Keuls.

3.2.9.5- Bloqueio do gliceraldeido 3-fostato desidrogenase (GAPDH)

Os efeitos do bloqueio do GAPDH pelo iodoacetato sobre a fungédo do
musculo papilar em valores absolutos (g/mm?) e percentual de resposta médio (%)
estdo sumarizados e ilustrados nas Figuras 17 e 18. Nao foram observadas

alteracdes nas variaveis TD, TR, +dT/dt e —dT/dt entre os grupos apés o bloqueio.
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Figura 17. Efeitos do bloqueio do gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase com iodoacetato no
miocardio de ratos controles (n= 12) e obesos (n= 12). A: TD (tensédo maxima desenvolvida); B:
(tensdo de repouso); C: +dT/dt (velocidade maxima de variagdo da tensdo desenvolvida); D: -
dT/dt (velocidade maxima de variagdo de decréscimo da tensdo desenvolvida). Dados absolutos
expressos em média + erro-padrao. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de medidas
repetidas para grupos independentes e complementada com o teste de comparagdes mdltiplas

de Student-Newman-Keuls.
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Figura 18. Efeitos do bloqueio do gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase com iodoacetato no
miocardio de ratos expresso em percentual (%) de resposta do grupo Ob em relagéo ao C. A:
TD (tensdo méaxima desenvolvida); B: TR (tenséo de repouso); C: +dT/dt (velocidade maxima
de variagao da tensao desenvolvida); D: -dT/dt (velocidade maxima de variagdo de decréscimo
da tensdo desenvolvida). Dados expressos em percentual médio + erro-padrdo. Analise de
variancia (ANOVA) para o modelo de medidas repetidas para grupos independentes e
complementada com teste de comparagdes mdltiplas de Student-Newman-Keuls.

As Figuras 19A e 19B mostram a regressdo linear da TD e TR,
respectivamente, em funcdo dos momentos de avaliagdo apdés o bloqueio pelo
iodoacetato. A TD nao mostrou diferenga significante entre o grupo Ob e C. A TR
apresentou uma diferenca de comportamento, sendo a inclinagdo da reta mais

acentuada no grupo C.
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Figura 19. Efeitos do bloqueio do gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase com iodoacetato no
miocéardio de ratos pelo modelo de regresséo linear. A: TD (tensdo maxima desenvolvida); B: TR
(tensdo de repouso). * p<0,05 vs C.

O efeito do bloqueio do GAPDH pelo iodoacetato sobre a porcentagem de
declinio da tensdo desenvolvida no musculo papilar estd apresentada na Figura 20.
Nao houve diferenca entre os grupos Ob em relagdo ao C apds a adicdo do

bloqueador na solugéo nutriente.
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Figura 20. Efeitos do bloqueio do gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase com iodoacetato no
miocardio de ratos expresso em percentual (%) de declinio da tensdo desenvolvida no musculo
papilar. Teste “t” de Student para amostras independentes.
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3.2.9.6- Estimulo da piruvato desidrogenase (PDH)
As Figuras 21 e 22 mostram a influéncia do estimulo da PDH pelo
dicloroacetato sobre a funcdo do musculo papilar. Nao foram observadas diferencas

estatisticas entre os grupos apés estimulo com dicloroacetato.
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Figura 21. Efeitos do estimulo da piruvato desidrogenase com dicloroacetato no miocardio de
ratos controles (n= 10) e obesos (n= 10). A: TD (tensdo maxima desenvolvida); B:(tensdo de
repouso); C: +dT/dt (velocidade maxima de variagdo da tensdo desenvolvida); D: -dT/dt
(velocidade méaxima de variagdo de decréscimo da tensdo desenvolvida). Dados absolutos
expressos em média + desvio-padrao. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de medidas
repetidas para grupos independentes e complementada com o teste de comparagdes mdltiplas
de Student-Newman-Keuls.
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Figura 22. Efeitos do estimulo da piruvato desidrogenase com dicloroacetato no miocardio
de ratos expresso em percentual (%) de resposta do grupo Ob em relagdo ao C. A: TD
(tensdo maxima desenvolvida); B: TR (tensdo de repouso); C: +dT/dt (velocidade maxima de
variacdo da tensdo desenvolvida); D: -dT/dt (velocidade maxima de variacdo de decréscimo
da tensdo desenvolvida). Dados expressos em percentual médio + desvio-padrdo. Analise
de variancia (ANOVA) para o modelo de medidas repetidas para grupos independentes e
complementada com teste de comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls.
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4. DISCUSSAO

4.1- Momento inicial da obesidade

Os resultados desta investigacdo mostraram que a dieta hiperlipidica
promoveu obesidade a partir da 42 semana de tratamento. Estudo constatou que

ratos, Sprague-Dawley, tornavam-se obesos na 42 semana com dieta rica em

101 79,80)

carboidratos (°"). Lima-Leopoldo e Leopoldo em nosso laboratério verificaram
diferenga no peso corporal e no indice de adiposidade na 3%semana apos tratamento
com dieta hiperlipidica. Com a exce¢ao do trabalho citado acima, os investigadores
que trabalham com modelo experimental de obesidade por dieta ndo identificam o
momento do inicio da obesidade ®?). Este fato pode ocasionar erro de interpretacao,

principalmente em experimentos de curta duragao.

4.2- Caracterizacao dos grupos controle e obeso

Embora a dieta hipercalérica tenha ocasionado obesidade, ha uma
probabilidade de resposta divergente no ganho de adiposidade entre os animais
obesos; este fato também pode ocorrer nos animais controles submetidos a dieta
normocaldrica ®". Devido esta heterogeneidade de resposta, que poderia resultar na
utilizagdo de animais com peso normal como obesos ou vice versa, foi utilizado um
critério de classificagédo, aplicado sobre o indice de adiposidade, para constituicao
dos grupos controle e obeso (Material e Métodos, item 2.6). Apds a aplicagdo do
critério, as perdas por ndo adesdo ao procedimento foram de 26,7% nos grupo
controle e obeso. Este dado significa que 26,7% dos animais controle, por exemplo,
apresentavam o mesmo indice de adiposidade encontrado nos obesos. Esta

constatacao poderia alterar os resultados deste experimento. Portanto a aplicacao



65

deste critério possibilita estudos com populagdes de animais mais homogéneas em
relagdo ao grau de adiposidade. Os resultados obtidos com o critério sao similares

aos publicados anteriormente por nosso grupo ©".

4.3- Perfil nutricional dos animais

No periodo avaliado a dieta foi capaz de desenvolver obesidade, pois o indice
de adiposidade foi 39,2% maior do que o controle. Os dados deste estudo estdo de
acordo com trabalhos desenvolvidos em nosso laboratério que utilizaram a mesma

metodologia 798

. Autores que utilizaram dieta rica em gordura, em periodos mais
curtos, também observaram obesidade.

Neste experimento, a dieta hiperlipidica também acarretou nos ratos obesos
elevacao no peso e na gordura corporal total. O peso dos animais obesos aumentou
13,0% em relacado ao controle. O resultado, em relacdo ao peso corporal, esta de

(83,102

acordo com alguns autores, ) que utilizando dieta hiperlipidica, por 10 e 16

semanas observaram aumento no peso corporal de 156% e 155%,

respectivamente, no obeso. Entretanto, divergem de outras pesquisas (%3104

que
verificaram, elevacao de 23,4% e 35,6% no peso corporal em relagdo o controle, em
ratos alimentados com dieta hiperlipidica, por 28 e 17 semanas, respectivamente.
Neste estudo, a gordura corporal total foi 56,2% maior que seu respectivo controle.
Autores mostram que o peso corporal pode ndo ser um bom indicador de

(8187) Este fato pode ser verificado neste

classificacdo de obesidade em animais
estudo; enquanto o indice de adiposidade aumentou 39,2%, o peso corporal variou

de 13,0%.
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Obesidade € uma epidemia mundial conseqliente a maior ingestao e oferta de
dietas altamente energéticas e palataveis e da redugcéao no gasto energético (199 por
esta razdo, intervencdes dietéticas em animais, com maior disponibilidade
energeética, tém sido utilizadas para promover obesidade, desde que pesquisas em
seres humanos apresentam diversas limitagdes éticas.

Nesta investigacdo, a obesidade foi induzida por meio de uma dieta
hipercalérica, ricas em &cidos graxos mono e poliinsaturados (Quadro 4). A dieta
hipercaldrica apresenta teor energético de 3,65 Kcal/g e a normocalérica 2,95
Kcal/g, gerando uma diferenga de 24% no conteudo caldrico.

Trabalhos anteriores mostraram que a ingestdo de dieta hiperlipidica
promoveu menos saciedade e, conseqlientemente, maior ingestdo alimentar ©728.
Estes resultados diferem deste estudo, em que foi observado menor consumo de
dieta hiperlipidica. Entretanto, o tratamento acarretou maior ingestéao cal6rica nos Ob
em relacdao ao C, mesmo com os animais obesos ingerindo menor quantidade de
racao. A eficiéncia alimentar € empregada para constatar a conversao de alimentos
ingeridos em ganho de peso corporal ©®®. O maior aumento desta variavel nos
obesos, indica que estes animais apresentaram maior eficiéncia alimentar que os
controles. Estes dados estdo em concordancia com trabalho que verificou maior
eficiéncia alimentar, em ratos submetidos & dieta hiperlipidica por 15 semanas .
Entretanto, outro estudo ndo observou diferenca na eficiéncia alimentar entre os
grupos.®”

O ganho de peso corporal € dependente do equilibrio entre o consumo e
gasto energético. A obesidade neste trabalho ocorreu devido a maior consumo

calérico e eficiéncia alimentar das ragdes hiperlipidicas. Ha evidéncias que o alto

consumo de gordura ndao € acompanhado por aumento proporcional da sua
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oxidagado. Este fenébmeno favorece a deposi¢cdo dos lipideos no tecido adiposo,

como triacilgicerol, favorecendo também o aumento no peso corporal (1%,

4.4- Comorbidades

Neste trabalho foram visualizadas algumas comorbidades associadas com a

obesidade experimental ¢7:28:8283)

como intolerancia a glicose, resisténcia a insulina,
hiperinsulinemia e hiperleptinemia. O teste de tolerancia a glicose mostrou maiores
areas glicémicas nos ratos obesos. Portanto o desequilibrio entre captagdo e
utilizacdo da glicose, acarretou intolerancia a glicose. O teste de tolerancia a insulina
nao acarretou alteragcdes da area glicémica entre os grupos controle e obeso em
cada momento de avaliacdo. A auséncia de alteracdo pode ter ocorrido devido ao
fato dos animais obesos apresentarem maior taxa de insulina endbgena, que
quando associada a exdgena normalizam os niveis de glicose. A insulina exerce um
papel central na regulagdo da glicose e atua de maneira coordenada em eventos
celulares %), Além disso, a insulina afeta 0 metabolismo de lipideos, aumentando a
sintese e atenuando a liberagdo de triglicérides das células adiposas %7, A
resisténcia a acao da insulina ocorre quando os niveis circulantes normais deste

(107

horménio sdo insuficientes para regular estes processos . Nesta condicdo, o

pancreas secreta maiores quantidades de insulina, hiperinsulinemia, aumentando a
captacao de glicose, mantendo os niveis glicémicos dentro da normalidade (18) Os

resultados estdo de acordo com estudos que observaram que uma dieta rica em

by

gordura promoveu intolerancia a glicose e hiperinsulinemia em periodos curtos

(85,109,110 111,112)

) e prolongados de obesidade ! .
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Neste estudo ocorreu aumento nos niveis de leptina e insulina. A variagado da
leptina, similar ao comportamento da taxa de adiposidade, foi maior no obeso em
relacdo ao controle. A elevacao da leptina foi devida aos maiores depdsitos de

gordura (Tabela 1), desde que ha uma correlacdo entre os niveis de leptina e o

81,113

tecido adiposo ! ). Leptina, um horménio derivado do tecido adiposo, participa do

balango energético, regulando o consumo alimentar e a oxidagao dos lipideos ''*

"8 A reducdo da ingestdo dos alimentos nos obesos (Tabela 1) sugere que o

aumento da leptina foi efetivo no controle do apetite. O aumento nos niveis de
insulina nos obesos manteve a homeostasia dos carboidratos e lipideos séricos,

desde que a insulina tem participagdo fundamental na regulacdo metabdlica destes

117,118

dois substratos ). A dislipidemia observada na obesidade é caracterizada pelos

niveis elevados de triglicérides (TG), colesterol, LDL e &cidos graxos nao-

119,120

esterificados (NEFA) e diminuicao dos niveis séricos de HDL.' ) Estas alteragdes

nao ocorreram neste estudo. Os dados de TG corroboram com trabalhos que nao

identificaram diferenca nos niveis de TG durante 12 semanas de obesidade %%,

Divergem de pesquisas, realizadas em nosso laboratério, com a mesma metodologia

(79,80 88,104

) e de outros autores®'% que encontraram elevagdo do TG. Os dados em

relagdo os niveis de HDL, estdo de acordo com dados obtidos por nosso grupo %29,

199 que observaram diminuicdo em

Entretanto, ndo corroboram com Du Toit et al’
ratos obesos por 16 semanas e elevagdo dos niveis de HDL apds 12 semanas de
obesidade ®”. Os dados em relagdo ao LDL corroboram ©% e divergem ® de outros
autores, que constataram diminuicdo deste lipideo. Os niveis séricos de NEFA
também nao sofreram influéncia da obesidade. Os resultados divergem da literatura
que, geralmente, mostra niveis elevados de NEFA em ratos obesos.® A

s

concentracdao deste acido graxo nao-esterificado € utilizada para indicar a
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mobilizagdo de gordura durante periodos carentes de disponibilidade energética.'2".

A andlise conjunta do comportamento dos lipideos mostra que os fatores
reguladores do seu metabolismo, como insulina e leptina, foram capazes de manter
a homeostasia das gorduras séricas. Entretanto, pode ter ocorrido a deposi¢dao de
lipideos nos tecidos musculares, entre eles o coragéo.

A pressao arterial sistélica final ndo se alterou com a obesidade. Os

(37,38)

resultados concordam com autores e diverge de outros que mostraram

elevacao dos niveis da PAS (194

4.5- Remodelacao cardiaca

O presente estudo mostra que a obesidade apresentou uma tendéncia a
acarretar hipertrofia do ventriculo esquerdo, isolada ou normalizada pela tibia, nos
animais obesos (0,05> p <0,10). A normalizagdo do peso das camaras cardiacas

pelo comprimento da tibia tem sido muito utilizada na literatura como avaliador da

(122 37)

hipertrofia cardiaca '?. Carrol et al ") mostraram que ratos obesos, alimentados
por 12 semanas, ndo apresentaram remodelagdo do coracado. Entretanto os dados
deste experimento divergem com algumas pesquisas que mostraram que a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica promoveu remodelacido cardiaca
(79,80,83,102) Lo - . .
. Em nosso laboratério, utilizando a mesma metodologia, Lima-Leopoldo

(80) (79) ‘g - ,

e Leopoldo ¥ verificaram remodelag¢ao cardiaca.

Neste estudo a fungdo miocérdica foi analisada in vitro por meio de musculos
papilares isolados do VE. A utilizagdo de musculos papilares com areas seccionais
diferentes poderia ocasionar erros de interpretacdo, pois ha uma relagdo inversa

123

entre a area e o desenvolvimento de forca pelo musculo '?¥. Os animais utilizados
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em ambos o0s grupos apresentaram areas seccionais semelhantes; esta
homogeneizacdo permite descartar a influéncia da é&rea seccional sobre os
resultados obtidos.

A utilizacdo da técnica de musculos papilares isolados permite avaliar a
funcdo miocardica basal. As diversas manobras inotropicas e lusinotrépicas sao
realizadas com a intencdo de mostrar alteragcdes que podem néo ser visualizadas
em condigdes basais. Neste trabalho as manobras utilizadas foram o potenciagéo
pds-pausa, elevacdo da concentragdo extracelular de calcio e da freqiéncia de
estimulo e estimulo e bloqueio da via glicolitica miocardica.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a obesidade néo
desenvolveu deterioracdo da fungdo cardiaca em condicdo basal e rigidez

79)

miocardica. Este comportamento é corroborado por dados do nosso grupo (79 g

outros autores trabalhando em coragdes isolados obtidos de coelhos obesos por 12

(36) (124)

semanas e em midcitos isolados de ratos obesos por 14 semanas .
Entretanto, divergem de pesquisadores que verificaram depressdo da funcéo
mecanica em midcitos isolados de ratos obesos por 12 semanas ©° e de outros que
constataram elevagdo do desempenho contratil basal do musculo papilar, em ratos
obesos por 7 semanas.

As manobras de potenciagdo poOs-pausa, alteracdo da concentragao
extracelular de célcio e da frequéncia de estimulo n&do evidenciou nenhuma
alteragdo entre os grupos controle e obeso; este comportamento pode ser
observado pelos dados em valores absoluto e também pela porcentagem de
variacdo em relacdo ao controle e estdo de acordo com pesquisas realizadas em

(79

nosso laboratério empregando as mesmas metodologias ®. A semelhanca de

comportamento da fungcdo mecanica entre os grupos controle e obeso mostra que a
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obesidade nao alterou as proteinas relacionadas com o transito de calcio. O retorno
dos valores da TD e da TR apds o aumento da freqiiéncia cardiaca, manobra que
aumenta o consumo de oxigénio, mostra que a disponibilidade de energia nos dois
grupos era semelhante. Nao encontramos estudos com estes tipos de manobras em
ratos obesos.

O estimulo da via glicolitica miocardica pelo dicloroacetato nao acarretou
alteragdo entre os grupos controle e obeso; este comportamento pode ser
observado pelos dados em valores absolutos e também pela porcentagem de
variagdo em relagdo ao controle. A auséncia de variagdo funcional com o estimulo
mostra que a disponibilidade energética na condicdo basal era suficiente para os
musculos manterem sua capacidade maxima de trabalho.

Os dados do bloqueio glicolitico com iodoacetato, sobre a fungdo miocardica,
em valores absolutos e porcentagem de variacdo em relagdo ao controle, néo
revelaram diferenca entre os grupos. Entretanto, a analise da curva de regressao
linear da TR (Figura 17 B) mostrou que os animais obesos apresentaram uma
inclinagcdo da reta significantemente menor em relagdo aos controles. Este dado,
oposto ao esperado, mostrou que os ratos controles apresentaram aumento da TR
maior que os obesos. Esta variacao estaria relacionada com o elevagéo do célcio
citosélico dependente da menor recaptura pela SERCA2 e/ou maior afinidade entre
calcio e troponina C. A menor elevacdo da TR no obeso sugere maior
disponibilidade de energia para a SERCA2 e/ou menor afinidade entre célcio e
troponina C.

A menor contratura nos obesos sugere que ocorreu priorizacao dos acidos
graxos no miocardio dos ratos obesos em detrimento da glicose; este aumento de

disponibilidade energética, ATP, proporcionada pelos acidos graxos acarretou uma
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protecdo ao musculo cardiaco durante o bloqueio da via glicolitica. Portanto a
obesidade promoveu alteracdo metabdlica capaz de proteger o miocardio em
situacdes que ocorra diminuicdo de energia pela via da glicose.

A diferenca de comportamento entre a TR e a TD, sendo a TD igual entre os
grupos, poderia estar relacionada com a razao entre a quantidade maxima de calcio

que se difunde e é removida do citosol durante um ciclo cardiaco. Esta razao, de

125

acordo com Katz "®), aproximadamente 150, mostra que a quantidade de calcio que

125

é removida é menor do que a difundida para o interior da célula '*®. Desde que a

126

SERCAZ2, a grande responsavel pela recaptura do ion célcio em roedores (29, utiliza

ATP para sua fungdo basica, um déficit energético para esta organela teria

125 Portanto, o

conseqiiéncias deletérias mais graves na diastole do que na sistole {
aumento do calcio citosolico poderia promover aumento mais intenso da TR do que

a queda da TD nos animais controles.
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5. CONCLUSAO

Em conclusdo, o desequilibrio energético na obesidade ndo acarreta
disfungdo cardiaca. Ao contrario, a priorizagdo da utilizacdo de acidos graxos
proporciona prote¢do ao musculo cardiaco durante o bloqueio da glicélise, sugerindo

que esta via metabdlica é menos utilizada pelo midcito nos animais obesos.
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