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Resumo

z 7

A causa basica da obesidade é multifatorial e é provavelmente uma combinacao
entre genética, meio ambiente e fatores psicossociais que determinam o balanco entre a
ingestao alimentar e 0 gasto energético. Estudos clinicos mostram que obesidade esta
associada a disfuncao ventricular, geralmente, diastélica. A relacao entre obesidade e o
transito de Ca®" intracelular tem sido estudada por técnicas de biologia molecular, as
guais tornam possivel o entendimento dos mecanismos responsaveis pelas alteragfes
no desempenho do miocéardio. O transito de calcio intracelular é regulado pelo trocador
Na'/Ca®*, Canal do tipo L do reticulo sarcoplasmatico (SR), canal rianodina (RYR),
bomba Ca? * ATPase do RS (SERCA), fosfolambam (PLB). Os raros estudos que
avaliaram as proteinas envolvidas na homeostase intracelular de Ca** do miocardio em
modelos experimentais de obesidade apresentaram resultados divergentes. Sabe-se
gue a administragdo de T3 pode alterar a expressdo génica e protéica de proteinas
relacionadas ao transito de célcio cardiaco. A restricdo alimentar é a estratégia mais
comum para tratar a obesidade e tém papel central na reducdo de gordura em
individuos obesos. Poucos estudos tém analisado os mecanismos moleculares
relacionados com o ciclo de Ca®* do miocardio no coracdo de animais submetidos &
restricdo. Assim, qualquer modificacdo na expressdo dessas proteinas poderia levar a
anormalidades da homeostase do Ca?' e, consequentemente, disfuncdo contratil no
tecido cardiaco de ratos submetidos a restricdo alimentar. O objetivo deste estudo foi
analisar a influéncia da obesidade e na restricdo alimentar em obesos com dieta
hiperlipidica rica em &cidos graxos insaturados e administracdo de diferentes doses de
horménio tireoidiano na expressao génica e protéica de proteinas relacionadas com o
transito de calcio cardiaco. Para isto, foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar
inicialmente separados randomicamente em dois grupos: Controle (C) e Obeso (OB). O
grupo C recebeu uma dieta padrédo e os animais OB receberam dieta hiperlipidica por
20 semanas para desenvolver a obesidade com dieta hiperlipidica rica em &cidos
graxos insaturados. Apos esse periodo os animais OB foram randomizados em grupos
obeso (OB), obeso com 0,5.9/100g de T3 (OF), obeso com 25,,9/100g de T3 (OS),
obeso submetido a restricdo alimentar (ORC), obeso submetido a restricdo alimentar
com dose de 0,5 ng/100 g de T3 (ORF), obeso submetido a restri¢io caldrica com dose
de 25 1g/100 g de T3 (ORS). Os animais restritos receberam 75% da dieta consumida
pelos animais do grupo C por oito semanas. ApoOs esse periodo os animais OF, OS,
ORF e ORS foram submetidos ao tratamento com T3 por duas semanas. Ao final do

tratamento os animais foram eutanasiados e amostras do tecido ventricular esquerdo



foram coletadas para analise da expressdo génica e protéica da PLB usando PCR em
tempo real e Western Blot, respectivamente. Os resultados deste estudo mostram que a
administracdo exodgena de T3 aumentou o0s niveis séricos de T3 total e baixou os niveis
de T4 livres mostrando a efetividade do tratamento, e diminuiu o peso corporal e indice
de adiposidade nos grupos tratados. A administracdo de T3 diminuiu a expressdo
génica da PLB, Canal L, TRB e TRa nos animais OF e OS. Enquanto a expressao de
NCX e SERCA foi aumentada apenas nos animais OS em relacdo a OF e OB. Para os
grupos restritos, a restricdo de 25% fez com que 0s animais retornassem ao peso dos
animais controle. Em relacdo as expressfes génicas das proteinas relacionadas ao
transito de calcio cardiaco, houve uma menor expressao na PLB, SERCA, Canal L e
RyR nos animais submetidos a restricdo em relacdo aos animais obesos, e um aumento
na expressdo do NCX nos submetidos a restricdo em relacdo aos obesos. O TR nao
se alterou nos animais quando submetidos a restricao alimentar de 25%. A expressao
génica de PLB e TR apresentaram diminuicdo de acordo com a dose administrada e
para os genes SERCA e Canal L houve aumento de maneira dose dependente. A
expressao génica de NCX foi diminuida apenas nos animais ORS em relacdo a ORF.
No entanto, apesar de verificar diferencas importantes na expressao génica tanto na
influéncia da dieta, como na presenca das doses de hormoénio tireoidiano, né&o
observamos as mesmas alteracbes na traducdo dessas proteinas estudadas. Em
relacdo a expressao protéica, apenas o gene PLB, nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica, apresentou diminuicdo nos grupos OF e OS, seguindo o mesmo
comportamento da expressao génica. As expressdes protéicas das outras proteinas do
transito de célcio ndo se alteraram. Dessa forma concluimos que a obesidade e a
administracao de diferentes doses de hormonio tireoidiano alteram a expresséo génica
da SERCA, RyR, Canal L e NCX, porém, ndo alteram a expressdo proteica das
mesmas. A obesidade ndo altera a expressdo génica e protéica da PLB, porém, as
diferentes doses de horménio tireoidiano diminuem tanto a expressao génica quanto a
protéica. A restricdo alimentar moderada e as diferentes doses de horménio tireoidiano
alteram a expressdo génica, porém ndo alteram a expressdo das proteinas

responsaveis pelo transito de calcio cardiaco.

Palavras-chave: Obesidade, restricdo alimentar, hormdnio tireoidiano, protéinas do

transito de calcio cardiaco.



Abstract

The underlying cause of obesity is multifactorial and is probably a combination of
genetic, environmental and psychosocial factors that determine the balance between
food intake and energy expenditure. Clinical studies show that obesity is associated with
ventricular dysfunction, usually diastolic. The relationship between obesity and transit of
intracellular Ca** has been studied by molecular biology techniques, which make
possible the understanding of the mechanisms responsible for changes in myocardial
performance. The transit of intracellular calcium is regulated by Na* / Ca**, L channel,
sarcoplasmic reticulum (SR), channel ryanodine (RYR2), SR Ca* pump ATPase
(SERCA2), phospholamban (PLB). Few studies that evaluated the proteins involved in
intracellular Ca®* homeostasis of the myocardium in model experimental showed
divergent results in obesity. It is known that obesity and administration of T3 may alter
the gene and protein expression of the transit of calcium in the heart. Food restriction is
the most common strategy for treating obesity and has a central role in fat reduction in
obese subjects. Few studies have examined the molecular mechanisms related to
myocardial Ca®* cycle in the heart of restricted animals. So any change in the expression
of Ca*" related genes could lead to abnormal Ca®* homeostasis and, consequently,
contractile dysfunction in heart tissue of rats restricted. The objective of this study was to
analyze the influence of obesity and food restriction on administration of different doses
of thyroid hormone on gene and protein expression of proteins related to the transit of
cardiac calcium. For this, male Wistar rats were randomized and initially divided into two
groups: control (C) and obese (OB). Group C received a standard diet and OB animals
received a high fat diet for 20 weeks to develop obesity. After this period the animals
were randomized into OB obese (OB), obese with 0.5 |, g / 100g of T3 (OF), obese with
25 ug / 100g of T3 (OS), obese subjected to caloric restriction (ORC), obese subjected
to caloric restriction with a dose of 0.5 . g/100 g of T3 (ORF), obese subjected to caloric
restriction with a dose of 25 |, /100 g of T3 (ORS). The restricted animals received 75%
of that consumed by animals in group C for eight weeks. After this period the animals
OF, OS, ORF and ORS were treated with T3 for two weeks. At the end of treatment the
animals were euthanized and tissue samples were collected from left ventricle to
measure the gene and protein expression of PLB using real time PCR and Western blot,
respectively. The results of this study show that exogenous administration of T3
increased serum T3 and decreased levels of free T4 showing the efferctiveness of
treatment, and decreased body weight and adiposity index in the treated groups.The

administration of T3 decreased the gene expression of PLB, Canal L, TRa and TR in



animals OF and OS.While the expression of NCX and SERCA was increased only in OS
animals in relation to OF and OB. For the restricted groups, the restriction of 25% meant
that the animals return to the weight of control animals. Regarding gene expression of
proteins related to cardiac calcium transit, there was less expression in the PLB,
SERCA, Channel L and RYR in animals subjected to restrictions regarding obese
animals, and an increased expression of NCX in those submitted to restriction compared
to obese group. The TRB not changed in animals when subjected to food restriction of
25%. The gene expression of PLB and TR showed decreased according to dose and
for genes SERCA and Channel L increased in a dose-dependent. The gene expression
of NCX was reduced only in animals ORS in relation to ORF. However, despite
importants differences in gene expression in both the influence of diet, as in the
presence of doses of thyroid hormone did not observe the same changes in the
translation of these proteins studied. Regarding protein expression, only the PLB gene in
animals fed a high fat diet, showed a decrease in OF and OS groups, following the same
pattern of gene expression. The protein expression of other proteins in the transit of
calcium did not change. Thus we conclude that obesity and administration of different
doses of thyroid hormone alters the gene expression of SERCA, RYR, Channel L and
NCX, but does not alter the protein expression of the same. Obesity does not alter the
gene and protein expression of PLB, however, different doses of thyroid hormone
reduces both gene expression and the protein. The moderate food restriction and the
different doses of thyroid hormone alter gene expression, but not alter the expression of

proteins responsible for cardiac calcium transit.

Keywords: Obesity, food restriction, thyroid hormone, Protein expression of cardiac

calcium transit.
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C = Controle
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1. Introducéo

Obesidade € uma doenga crbnica caracterizada por hipertrofia e hiperplasia de
células de gordura levando ao aumento do risco de desenvolver outras doencas (Bell-
Anderson & Bryson, 2004). E uma alteracio do estado nutricional devido ao excesso da
ingestao alimentar. Ha varias maneiras de se definir obesidade, e a mais sintética e
atual é a que define o obeso como portador de uma doenga enddcrino-metabdlica,
cronica, heterogenia, caracterizada pelo excesso de gordura no organismo (Waitzberg,
2000).

A causa basica da obesidade é multifatorial e é provavelmente uma combinacéo
entre genética, meio ambiente e fatores psicossociais que determinam o balanco entre a
ingestdo alimentar e o gasto energético (Bell-Anderson & Bryson, 2004).

Esta doenca também é um problema de saude publica, sendo uma carga para o
sistema de saude e para a sociedade. Além disso, os pacientes obesos tém uma
reducdo na qualidade de vida e risco aumentado de desenvolver desordens
psicologicas (Bell-Anderson & Bryson, 2004).

Tabelas da Metropolitan Insure mostram que a obesidade maior do que 20% do
peso corporal ideal associa-se com um aumento de morbimortalidade. Conforme as
ultimas recomendac6es da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a classificacado atual,
segundo o indice de Massa Corpérea (IMC), para sobrepeso é de 25 — 29,9 kg/m?, ja a
obesidade se divide em 3 graus, sendo obesidade grau | de 30 — 34,9 kg/m?, obesidade
grau Il de 35 — 39,9 kg/m? e obesidade grau Ill acima de 40 kg/m?% O IMC normal varia
entre 18,5 — 24,9 kg/m?.

De acordo com a OMS “a obesidade esta se tornando um dos mais importantes
males da saude” onde mais de um bilhdo de adultos apresentam sobrepeso e,
aproximadamente, 400 milhdes sdo obesos. No Brasil, de acordo com a Pesquisa de
Orcamentos Familiares do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), cerca
de 40 milhdes de pessoas estdo acima do peso ideal e destes 10,5 milhdes sao obesos.

A obesidade esta associada com o aumento no risco de mortalidade e reducéo
na expectativa de vida (Fontaine et al, 2003; Olshansky et al, 2005) e numerosas co-
morbidades como, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias, resisténcia a insulina e
doencgas cardiovasculares como, hipertensdo arterial, doenca arterial coronariana,

fibrilacdo arterial e insuficiéncia cardiaca (Malnick & Knobler, 2006; Poirier et al, 2006).

Estudos clinicos mostram que obesidade esta associada a disfuncdo ventricular,

geralmente diastdlica (Pacual et al, 2003; Zarich et al,1991). Pesquisas em animais
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geneticamente obesos mostram, em sua maioria, disfuncao contratil e de relaxamento
cardiaco (Dong et al, 2006; Young et al, 2002). Em modelos de obesidade induzida por
dieta hipercaldrica os resultados séo divergentes, com alguns estudos mostrando
funcdo ventricular preservada (Dong et al, 2006; Carroll et al, 2006), diminuida (Carroll
et al, 1997; Relling et al, 2006) ou aumentada (Ouwens et al, 2005).

Os mecanismos responsaveis pelas alteracbes do desempenho cardiaco em
modelos de obesidade genética ou por dieta ndo estdo estabelecidos. Assim, acimulo
de colageno intersticial miocardio (Carroll et al, 1999; Carroll et al, 2005; Cittadini et al,
1999), lipotoxidade. (Young et al, 2002; Christoffersen et al, 2003; Ouwens et al, 2005),
apoptose (Okere et al, 2006), alteracdes na via B adrenérgica (Carroll et al, 1997;
Minhas et al, 2005) e no transito de calcio intracelular (Ren et al, 2000; Li et al, 2006;
Relling et al, 2006; Minhas et al, 2005) séo tidos como fatores responsaveis pelas

anormalidades cardiacas.

O transito de calcio € um dos principais mecanismos reguladores do ciclo de
célcio cardiaco (Opie, 1998). A elevacdo da concentracdo de Ca'? sistélico induz a
contracdo e sua diminuicao provoca o relaxamento. A contracdo cardiaca inicia-se com
a despolarizacdo das células cardiacas pelo potencial de acdo, abertura do canal de
Ca™ tipo L (Canal L); influxo de Ca' através desses canais (Bers, 2002) e o
conseqiiente influxo de Ca* desencadeia a liberacéo de grande quantidade de Ca* do
reticulo sarcoplasmatico (RS) pelos receptores de Rianodina (RyR) (Bounstany-Kari et
al, 2007). A intensidade da contragdo depende da quantidade e da responsividade dos
miofilamentos ao Ca*?; inicia-se o relaxamento quando a concentragéo intracelular de
Ca'™ é baixa, e pela recaptacdo do Ca* pela ATPase de Ca™ do RS (SERCA). A
funcdo da Serca € regulada pela fosfolambam (PLB) que, em seu estado fosforilado, na
serina 16 (pPLB serl6) via adenosina monofosfato ciclico (AMPc), ou na treonina 17
(PLB thr 17) via quinase depende de Ca*? calmodulina, permite a recaptura de Ca*
pela SERCA para dentro do RS. (Bers, 2002; Bassani, 1994). O Ca*? recapturado pela
SERCA para dentro do RS é armazenado pela calsequestrina (CSQ), por sua
capacidade de ligacdo com os fons de Ca' tornando-o disponivel para a préxima
liberac&o pelos RyR. O trocador de Na*/Ca*® (NCX) é outra proteina importante para a
regulacdo do efluxo de Ca®* celular que utiliza o gradiente de Na* transmembrana para
catalisar a extrusdo do Ca*. Assim a quantidade e/ou atividade de diferentes proteinas,
localizadas no sarcolema e no RS, regulam o transito de célcio celular, modulando a
contracao e o relaxamento do miocardio (Opie, 1998; Bers, 2002). O transito de calcio

intracelular pode sofrer alteracdes decorrentes de prejuizos na expressao, funcao ou
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regulacdo das proteinas, que podem ser ocasionados pelas modificacbes nos

mecanismos de transcricao, traducao e/ou pos traducional.

RS

Representagdoesquematicada mobilizagdode Ca2+ durantea contragdoe o relaxamentomiocardica Serca2a: ATPasede Ca2+ do
reticulo sarcoplasmaticqg PLB: fosfolambam RyR: receptor rianoding CSQ: calsequestring NCX: trocador Na+/Ca2+e Canal L:
canallento de Ca2+. Modificadode Aline VillaNovaBacurau

CSQ — casequestrina  Serca 2a— ATPase de Ca?*

A relacéo entre obesidade e o transito de Ca?* intracelular tem sido estudada por
meio de técnicas de biologia molecular, que tornam possivel o entendimento dos
mecanismos responsaveis pelas alteragbes no desempenho do miocardio. Os raros
estudos que avaliaram as proteinas envolvidas na homeostase intracelular de Ca?* no
miocardio em modelos experimentais de obesidade, (Young et al, 2002; Li et al, 2006;
Minhas et al, 2005) ou por dieta hipercaldrica (Relling et al, 2006; Philip-Couderc et al,
2004) apresentaram resultados divergentes. Enquanto alguns autores utilizando ratos
geneticamente obesos, Zucker e lep/lep (ob/ob), observaram que o0s niveis de
expressao génica e protéica da Serca2a estavam preservados (Young et al, 2002; Li et
al, 2006), Minhas et al 2005 verificaram em ratos ob/ob ha elevacdo da expressao
protéica da Serca2a. Por outro lado, Relling e cols. (2006), avaliando a expresséo das
proteinas reguladoras do transito de célcio na obesidade dietética, verificaram que ratos
Sprague-Dawley, alimentados com dieta hipercal6rica por 12 semanas, apresentaram

aumento da expressdo da Serca2a e do PLB. Entretanto Philip-Couderc e cols. (2004)
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observaram diminuicdo da expressdo génica da Serca2a e do PLB em caes obesos

alimentados por 9 semanas com dieta hipercalérica.

Os horménios tireoidianos sdo imprescindiveis para a sobrevivéncia tanto em
humanos quanto em roedores (Steppan et al, 2001) e podem influenciar a expressao
das proteinas reguladoras do transito de célcio no miocardio. A glandula tiredide produz,
principalmente, os hormonios tireoidianos triiodotironina (Ts3) e tiroxina (T,4) e faz parte do
eixo hipotalamo-hipdéfise-tiredide. A secrecdo dos hormdnios tireoidianos € regulada
pelo mecanismo classico de feedback negativo, portanto, o horménio liberador da
tiredide (TRH), produzido predominantemente por neurénios do nucleo paraventricular
no hipotalamo, estimula a liberacdo de hormoénio estimulador da tiredide (TSH) na
hipdfise e este estimula a sintese e liberagdo dos hormonios tireoidianos. Nas
concentracdes séricas aumentadas dos hormonios tireoidianos ha uma inibicdo da
producdo de ambos TRH e TSH, levando a diminuicdo da funcdo da tiredide e a
diminuicdo nos niveis séricos dos horménios tireoidianos, por sua vez, estimula TRH e
TSH, e aumenta novamente a concentracao dos hormonios (Legradi et al, 1997).

Hormonios tireoidianos atuam no organismo acoplando-se aos seus receptores
o (TRa) e B (TRP), membros da superfamilia de receptores nucleares que interagem
com uma sequéncia especifica de DNA, denominada elemento responsivo, na regiao
promotora do gene alvo e regulam a transcricdo génica (Ahima et al, 1996). Geralmente
séo repressores na auséncia do ligante T3 e ativadores transcricionais na sua presenca
(Menendez et al, 2003).

O TSH e os hormobnios tireoidianos periféricos (T3 e T4) podem estar
aumentados na obesidade e a causa desse aumento ndo € bem definida. Essa
elevagcdo pode indicar resisténcia hormonal, semelhante com a resisténcia a insulina
que ocorre na obesidade. Corroborando esta teoria esta o fato de que na obesidade, os
receptores para T3 e o feedback negativo entre T3, T4 e TSH encontram-se diminuidos
(Meier & Gressner, 2004).

N&o encontramos relatos na literatura que demonstrem que tratamento com
horménio tireoidiano na dose fisioloégica ou supra-fisiolégica poderia reverter esse
estado de resisténcia ao hormonio tireoidiano e dessa forma melhorar a obesidade. Por
outro lado, se a introducdo desses hormdnios for um beneficio fica interrogado quais as

conseqléncias para o miocardio.
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A restricdo alimentar € a estratégia mais comum para tratar a obesidade
(Dahlman et al, 2005). Em animais, a restricdo calérica € uma manipulacao
experimental que retarda o envelhecimento e aumenta a expectativa de vida. A restricdo
diminui os déficits psicomotores relacionados com a idade, perda de memoria e reduz
dano neuronal. Entretanto os mecanismos moleculares responsaveis por estes efeitos
benéficos ainda ndo estao esclarecidos (Mattson, 2003).

Alguns estudos recentes tém levantado a questdo que o efeito benéfico da
restricdo caldrica em roedores pode ocorrer apenas se a restricao tiver inicio cedo na
vida desses animais (Forster et al, 2003). Em contraste, outros estudos indicam que a
restricdo na meia idade ainda é benéfica (Takahashi & Goto, 2002). Sanz e cols
sugerem ainda que a restricdo possa ser benéfica mesmo em animais mais velhos
porque ela diminui o estresse e dano oxidativo e mitocondrial.

Ha muito tempo os pesquisadores acreditavam que o coracado € poupado na
presenca de desnutricdo e concentravam seus estudos em outros 6rgaos e sistemas,
gue sao fortemente afetados pela restricdo alimentar. Contudo, muitos estudos clinicos
e experimentais tém mostrado que a estrutura, a funcdo cardiaca e a contratilidade do
miocardio sdo afetadas pela restricdo alimentar severa (Simone et al, 1994; Rossi et al,
1982).

Pesquisas recentes, em nosso laboratério, demonstraram que restricdo alimentar
de 50% promove disfuncdo ventricular esquerda e aumenta o tempo de contracdo e
relaxamento do musculo papilar isolado em animais Wistar-Kyoto normotensos e
espontaneamente hipertensos (Okoshi et al, 2004; Sugizaki et al, 2006). Sugizaki e col
(2006) observaram que a disfuncdo do miocardio em ratos com esta restricdo caldrica

esta relacionada ao transito do calcio.

Poucos estudos tém analisado os mecanismos moleculares relacionados com o
ciclo Ca®* no coracdo de animais restritos (O’Brien et al, 1995; Rupp et al, 1997). O
transito de calcio intracelular é regulado pelo NCX, Canal L, RyR, SERCA2a, PLB.
Assim, qualquer modificagdo na relacionada com a expressdo destes genes poderia
levar a anormalidades da homeostase Ca®" e, consequentemente, disfuncéo contratil no

tecido cardiaco de ratos restritos.

Sendo assim, O'Brien e cols (1995) avaliaram ratos alimentados com dieta de
baixo teor protéico para reduzir seu peso em aproximadamente 25% em 7 dias, e
concluiram que a alimentacao hipocalérica produz uma down-regulation compensatoria,

reversivel, assimétrica do ciclo de calcio, com atividade da RYR2 sendo,
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preferencialmente, afetada. Rupp e cols (1997), analisaram o0 miocardio de ratos
submetidos a restricao alimentar por 5 semanas e mostraram uma reducao na atividade
de captacdo SR Ca?".

Segundo Kim e cols (2000), a fome est4d associada a depressdo do eixo
hipotalamo — hipofise — tiredide, sendo assim T3, T4, TSH e TRH estédo reduzidos em
humanos durante a restricdo alimentar.

Os genes dependentes de T3 atuam, principalmente, gerando proteinas da
estrutura e de organizacdo da célula miocérdica. A regulagdo hormonal pode ser
positiva (SERCA2) ou negativa (PLB) (Wagman et al, 2005).

Se a restricdo esta associada a diminuicdo dos horménios tireoidianos
circulantes e esses sdo essenciais para funcdo de proteinas do ciclo de célcio no
miocardio consideramos que a introducdo de horménios tireoidianos frente a uma
restricdo calorica de 25% poderia ser benéfica para a perda de peso e para o miocérdio
em relacdo a essas proteinas. Por outro lado, a literatura inicia estudos do uso de
analogos para o tratamento da obesidade. Esses analogos agiriam nos receptores f3 e
ndo no a. Consequentemente, o miocardio, que possui mais receptores a, seria
poupado em relagcdo ao aumento de contratilidade cardiaca exercida pela elevada

concentracao de horménio tireoidiano circulante (Suzanne et al, 2000; Cao et al, 2001).

Contudo, ndo foram encontrados na literatura estudos que determinam as
alteracdes génicas e protéicas dessas proteinas na restricdo alimentar de 25% em
animais obesos, induzidos por dieta hiperlipidica rica em acidos graxos insaturados, e

obesos submetidos a restricdo alimentar.

2. Hipo6tese Geral

Obesidade e restricdo alimentar moderada associadas a doses fisiologicas e
suprafisiolégicas de horménio tireoidiano promovem alteracbes dose dependentes na

expressao génica e protéica das proteinas relacionadas ao transito de célcio cardiaco.
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3. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos de diferentes doses de T3 sobre a
expressao génica e protéica das proteinas relacionadas ao transito de calcio cardiaco

em animais obesos e obesos submetidos a restricdo alimentar.

4, Materiais e Métodos

4.1- Protocolo Experimental

No inicio deste trabalho foram utilizados 130 ratos Wistar machos, pesando
aproximadamente 150g, provenientes do biotério do Laboratorio Experimental da Clinica
Médica da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” de Botucatu. Os
ratos foram randomizados em dois grupos: controle (C, n= 15), obeso (OB, n= 115). Os
animais C receberam dieta normocal6rica (DN) e os OB um ciclo de quatro dietas
hipercaldricas ricas em acidos graxos insaturados (DH), de forma rotativa por 20
semanas. Apds este periodo todos os animais foram caracterizados de acordo com
seus grupos. Apos as 20 semanas iniciais, os OB foram separados em seis grupos:
animais obeso (OB), obeso com dose fisiologica de T3 (OF) de 0,5 nug/100 g de peso do
animal, obeso com dose supra fisiolégica de T3 (OS) de 25 ug/100 g de peso do animal,
obesos submetidos a restricdo caldrica (ORC), ORC com dose fisioldgica de T3 (ORF)
de 0,5 ug/100 g de peso do animal e ORC com dose supra fisiologica de T3 (ORS) de
25 ug/100 g de peso do animal. O delineamento do estudo esta apresentado abaixo
(Figura 1).

Os animais obesos submetidos a restricdo cal6rica passaram a ser alimentados
com DN, a partir da 202 semana, e receberam 75% da quantidade ingerida pelo grupo
C. Assim, a restricdo aplicada a esses grupos foi de 25% (Fernandez-Galaz et al, 2002).
As diferentes doses de triiodotironina foram administradas por meio de injecles
subcuténeas, durante 2 semanas (Minatoia et al, 2007, Kokkinos et al, 2007), volumes
apropriados de solugao salina foram administrados, por meio de inje¢cdes subcutaneas,
nos grupos C, OB e ORC, como delineado na Figura 1.
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Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno individuais forradas com
maravalha de Pinus esterilizada, com tampa de arame cromado, em ambiente com
temperatura (22 — 26° C) e luminosidade (ciclo claro-escuro de 12h) controladas. O
consumo da dieta foi controlado diariamente e o peso aferido semanalmente, utilizando-

se uma balanca digital Mettler® modelo Spider 2.

O protocolo experimental seguiu as recomendacfes do “Guia para Cuidados e
Usos de Animais Experimentais” e foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentagcdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, sob protocolo
n° 702.

C(15) OB(115)
Caracterizacdo dos Grupos
20 semanas
C(11) OB(33) ORC(33)
| 8 semanas |
l l l l l l 2 semanas
C(11) OB(11) 0S(11) OF(11) ORC(11) ORS(11) ORF(11)

Figura 1. Protocolo experimental. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose de triiodotironina
na concentracdo de 0,5 pg/100 g de peso; OS, obeso com dose de triiodotironina na
concentracao de 25 ug/100 g de peso; ORC, obeso submetido a restricdo calérica; ORF, ORC
com dose de triiodotironina na concentragdo de 0,5 ng/100 g de peso; ORS, ORC com dose de

trilodotironina na concentracéo de 25 pg/100 g de peso.



4.2- Composicao das dietas padrao e hipercalérica

As dietas experimentais estdo de acordo com as especificacdes do guia “Nutrient
requirements of the laboratory rat” para ratos de laboratoério (The National Academy os
Sciences, 1995). As dietas hipercaloricas ricas em acidos graxos insaturados foram
padronizadas pela empresa Agroceres® Nutricdo Animal, Rio Claro, SP, Brasil. A dieta
padrao RC Focus 1765 é composta pelos seguintes ingredientes: fosfato bicélcico, 6leo
de soja degomado, cloreto de sodio, milho moido, aditivo antioxidante, farelo de soja,
farelo de trigo, farinha de carne e ossos, farinha de peixe, premix mineral e vitaminico.
As quatro dietas hipercaldricas apresentam a mesma composi¢do nutricional, sendo
constituidas por cloreto de sodio, caseina, soro de leite em pd, concentrado protéico de
soja, milho integral moido, farinha de bolacha, fosfato bicalcico, carbonato de calcio,
aditivo emulsificante, 6leo de milho, aditivos antioxidante e flavorizante, premix mineral e
vitaminico, porém, acrescida com aromas e sabores diferentes, como queijo, bacon,
chocolate e baunilha. A composicdo de macro e micronutrientes das dietas esta
apresentada no Quadro 1. Os perfis de &cidos graxos, aminodacidos, carboidratos e
enriquecimento de micronutrientes das dietas estdo apresentados na seg¢do apéndice
(A).
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Quadro 1. Composi¢éo de macro e micronutrientes das ragoes (%)

Racobes
Componentes Padréo Hipercaldrica*
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 427 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 da proteina 29,8 21,9
% Calorias do carboidrato 57,9 28,9
% Calorias da gordura 12,3 49,2
Calorias (Kcal/g) 2,95 3,65

* A dieta hipercaldrica foi composta por quatro ra¢des hipercaldricas nutricionalmente idénticas,

com excecao do aditivo flavorizante adicionado (queijo, bacon, baunilha e chocolate).



4.3- Caracterizacdo dos grupos

Para a caracterizacdo dos grupos C e OB foi utilizado um critério estatistico
aplicado sobre o peso corporal final (PCF), de acordo com estudo prévio (Nascimento et
al, 2008). Resumidamente, o critério foi estabelecido da seguinte maneira: foi construido
um intervalo de confianca (IC) de 95% para a média do PCF de ambos os grupos. Foi
adotado como ponto de separacdo (PS) entre os grupos, o ponto médio entre o limite
superior do controle e o limite inferior do obeso, sendo excluidos do grupo controle os
animais com peso corporal acima do PS e do grupo obeso os animais com peso
corporal abaixo do PS (Figura 2).

Os animais C foram utilizados, principalmente, para caracterizacdo da
obesidade, mas foram mantidos até o final do experimento, uma vez que foi 0 grupo

referéncia para a restrigdo calorica.

Intervalo de Confianca de 95% ‘

< -

Controle ‘ Obeso ‘

S Limite Superior controLe + Limite Inferior ||

2

CONTROLE

PS

Figura 2. Representacéo esquematica do critério utilizado para a caracterizagao dos grupos

controle e obeso. PS: ponto de separacéo (Nascimento et al, 2008).
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4.4- Sacrificio dos animais

Todos os animais foram colocados em jejum por 12 a 15 horas, anestesiados

com pentobarbital sédico, 50mg/kg, e sacrificados por decapitacao.

4.5- Eficiéncias alimentar e ingestédo caldrica

Com a finalidade de analisar a capacidade de o animal converter a energia
alimentar consumida em peso corporal, foi calculado a eficiéncia alimentar (EA) de
todos os animais, dividindo-se o ganho total de peso dos animais (g) pela energia total
ingerida (Kcal) (Schuwint et al, 2004). A ingestao caldrica foi calculada da seguinte
forma: ingestado alimentar semanal multiplicada pelo valor calérico de cada dieta (g x
kcal).

4.6- Depoésitos de gordura corporal

A gordura corporal total (GCT) foi mensurada em todos os animais, pela soma
dos depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral (Levin & Dunn-Meynell,
2002). Este dado foi utilizado para confirmar a obesidade nos animais. Além disso, 0
indice de Lee [raiz cubica do peso corporal final (gramas) sobre o comprimento naso-
anal (CNA; milimetros) multiplicado por 10000 (Rogers & Webb, 1980) e o indice de
adiposidade (gordura corporal total sobre o peso corporal final multiplicado por 100,

adaptado de Boustany e cols (2004) foram calculados.

4.7- Andlises bioquimicas sérica

ApoOs o sacrificio o sangue de todos os animais foram coletados em tubos secos,
em seguida, centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e o soro armazenado a -80°C. As
concentracdes séricas de triacilglicerol (TG), colesterol total (COL), lipoproteina de alta
densidade (HDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL) foram determinadas por kits
especificos (CELM®, Sdo Paulo, Brasil). As dosagens foram analisadas pelo método
enziméatico colorimétrico automatizado (Technicon, RA-XT™ System, Global Medical

Instrumentation, Minessota, USA).



4.8- Dosagens Hormonais

Foram dosados no soro, de 5 animais de cada grupo, a concentracdo dos
hormdnios tireoidianos (T3, T4 e TSH).

As dosagens de T3 total, T4 livre e TSH foram obtidas por quimiluminescéncia,
realizadas pela empresa Vidavet Laboratério de Analises Veterinarias LTDA (Botucatu,
SP, Brasil).

4.9 - Expressdes Génicas por RT- PCR
4.9.1 Extrac&o do acido ribonucléico (RNA)

Fragmentos do tecido cardiaco do ventriculo esquerdo de 6 animais de cada
grupo foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em Freezer
a -80°C, apo6s eutandsia dos animais. A amostra congelada foi homogeneizada em
aparelho Polytron (Ika Ultra Turrax® T25 Basic, Wilmington, NC, USA) apds adicéo de 1
ml de TRIzol® (Invitrogen Brasil, S0 Paulo) para cada 100 mg de tecido. O TRIzol®,
solucdo monofésica de fenol e guanidina isotiocianato, tem como finalidade manter a
integridade do RNA durante a lise celular que ocorre no processo de homogeneizacao.

A amostra homogeneizada foi transferida para um tubo esterilizado de 1,5 mL e
incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos, para permitir a completa
dissociacdo do complexo nucleo-protéico. Em seguida, adicionou-se cloroférmio (Merck
KGaA, Damstadt, Germany) na proporcéo de 0,2 ml/Iml TRIzol®; a amostra foi agitada,
manualmente, com vigor por 15 segundos e incubada por 3 minutos a temperatura
ambiente. ApoOs essa segunda incubacgdo, o material foi centrifugado (Eppendorf
Centrifuge 5804R, Hamburg, Germany) a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C. Este
processo separou a amostra em trés fases: a) uma inferior, de fenol-cloroférmio e de
coloracdo rosada, contendo DNA; b) uma interfase branca com proteinas; e ¢) uma fase
superior, aquosa, incolor, contendo RNA.

A porcdo de RNA foi transferida para um tubo esterilizado de 1,5 mL; a seguir,
adicionou-se alcool isopropilico (Merck KGaA, Damstadt, Germany) na proporcao de 0,5
ml/Iml de TRIzol®; a amostra foi, entdo, agitada manualmente 10 vezes por inverséo,
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugada a
12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. ApGs desprezar o sobrenadante, o precipitado de

RNA é visualizado como um gel esbranquicado e semitransparente (pellet). Este foi



lavado com alcool etilico 75% (Merck KGaA, Damstadt, Germany) na proporcdo de
1mL/AmL de TRIzol® e centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. Ap6s o alcool
etilico ser descartado, o pellet foi seco por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sedimento de RNA foi diluido em 20 yL de agua ultrapura e incubado por 10 minutos a
60°C em banho-maria (Fanem 100, Sdo Paulo, Brasil); este procedimento teve como
finalidade inativar a possivel presenca de RNase.

O RNA foi analisado com auxilio de um espectrofotbmetro (NanoDrop™ 2000
Spectrophotometer Thermo  Scientific — Nanodrop Technologies, Inc-
www.nanodrop.com). As amostras, cujas razdes foram inferiores a 1,6, foram
descartadas por apresentarem contaminacgéo por proteinas. A concentragdo do RNA foi

guantificada de acordo com a relagéo:
[RNA] = Aggo X 40 X 70
[RNA] = concentragédo de RNA (pg/ml)
Ass0 = Absorbancia em densidade G6ptica em 260 nm

40 = fator de conversado (1 unidade de densidade 6ptica = 40 ug/ml
RNA)

70 = fator de diluicédo

Para verificar a integridade do RNA, amostras de 1 yL do RNA total foram
diluidas em 8 pL de agua ultrapura e 1 pyL 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
Basic™ Bio-Rad, Hercules, CA, USA) por 20 minutos. A integridade do RNA foi
constatada pela visualizacdo das bandas de RNA ribossémico, 28S e 18S, e auséncia
de rastros do RNA no gel. As amostras que se mostraram integras foram utilizadas

como substrato para a transcrigéo reversa.
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4.9.2- Transcricao reversa do RNA (RT)

Transcri¢ao reversa € um processo que converte as moléculas do RNA em acido
desoxirribonucléico complementar (cDNA). As amostras do RNA do tecido adiposo
foram submetidas a transcricdo reversa pela acdo da enzima transcriptase reversa,
utilizando-se o kit SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR® (Invitrogen,
Sado Paulo, Brasil). As amostras utilizadas no experimento foram incubadas em um
termociclador (Mastercycler® Gradient, Eppendorf, Hamburg, Germany). Inicialmente,
uma mistura contendo 1000 ng/uL de RNA total, 1 uL de dNTP mix 10 mM, 1uL de
random hexamers (50 ng/uL) e 7 uL de H,O DEPC (dietil pirocarbonato) foi incubada
durante 5 minutos a 65 °C. A seguir, apés adicdo de 9 uL de uma solugéo contendo, 2
pL de tampéo RT 10x, 4 uL de MgCl, 25 mM, 2 uL de DTT 0,1 M e 1 uL de inibidor de
RNase, RNaseOUT ®, a mistura foi incubada por 2 minutos a 25°C. ApdGs 0 acréscimo
de 1 uL da enzima SuperScript I1®, procedeu-se a nova incubacéo por 10, 50 e 15
minutos a 25°C, 42°C e 70°C, respectivamente. Apos adicdo de 1 uL de RNase H, a
solucéo foi incubada por 20 minutos a 37°C.

Para checar a qualidade da transcricdo reversa, foram empregados dois
métodos: 1) controle positivo: o kit utilizado contém um RNA transcrito a partir do gene
da cloranfenicol acetiltransferase e primers controles A e B. Esses primers, na reacao
em cadeia da polimerase geram um produto de 500 pares de base (pb); 2) controle
negativo: para comprovar a auséncia de DNA gendmico residual, uma amostra de RNA
foi submetida & reacdo de RT, porém, a enzima SuperScript Il © foi substituida por 1 pL
de H,O DEPC. Esse produto foi utilizado nas reac6es de PCR e a auséncia de DNA

gendmico residual foi confirmada pela auséncia de produtos de amplificagéo.

4.9.3- PCR em tempo real

O PCR em tempo real foi realizado com ensaios prontos (Applied Biosystems,
CA, USA) contendo sonda TagMan MGB (FAM) e primers especificos. A identificacéo
dos ensaios estd apresentada no Quadro 2. O sistema TagMan utiliza uma sonda
fluorescente que permite a deteccdo de um produto especifico da PCR conforme seu

acumulo durante os ciclos da reac¢@o. A sonda é constituida por um corante reporter
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fluorescente na extremidade 5° e um corante quencher (silenciador) na extremidade 3".
Enquanto a sonda esta intacta, a proximidade do quencher reduz bastante a
fluorescéncia emitida pelo corante reporter através da transferéncia de energia por
ressonancia de fluorescéncia. A sonda se anela a sequUéncia antes dos primers e é
clivada por meio da atividade da nuclease 5'da Tag DNA polimerase enquanto o primer
é estendido. A clivagem da sonda separa o corante reporter do corante quencher,
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 interno Ciclofilina e a quantificagéo

-AACT
2 C

da expressao realizada pelo método , conforme manual do fabricante.

Quadro 2. Ensaios utilizados para PCR em Tempo Real (Applied Biosystems, CA, USA)

Gene Ensaios
Serca Rn00568762-m1
PLB Rn01434045-m1
RyR Rn01470303-m1
Ciclofilina Rn00690933 m1l
TRa Rn00579692-m1
TR Rn00562044-m1
NCX Rn00570527_m1
Cana L Rn00709287 _m1l

4.10- Expressdo das proteinas do transito de Ca*

4.10.1- Extracao das proteinas

Fragmentos do ventriculo esquerdo foram rapidamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer - 80°C. A amostra congelada foi
homogeneizada em aparelho Polytron (lka Ultra Turrax™ T25 Basic, Wilmington, USA)
com tampao 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 fosfatase). O
processo foi realizado trés vezes durante 10 segundos a 4°C, com intervalos de 20

segundos. O produto da homogeneizacdo foi centrifugado (Eppendorf 5804R,
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Hamburg, Germany) a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C, e o sobrenadante transferido
para tubos eppendorfs e armazenados em freezer —80°C. A concentracdo de proteina
foi analisada pelo método de Bradford (1976) utilizando as curvas de BSA Protein
Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padréo.

4.10.2- Western Blotting

A expressdo das proteinas relacionadas com o transito de calcio miocardico,
ATPase de calcio do reticulo sarcoplasmatico (Serca2a), Fosfolambam (PLB), Canal L e
trocador Na‘/Ca™ (NCX) foram analisada por Western Blot. N&o foi possivel a
mensuracao da proteina rianodina (RyR) por dificuldade de padronizacédo da técnica. As
amostras das proteinas foram diluidas em tampao Laemmli (Tris-HCL 240mM, SDS,
0,8%, glicerol 40%, azul de bromofenol 0,02% e B-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%, APS e Temed) e de
resolucdo (Tris-HCL 240mM pH 8,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed), na
concentracao de 6 a 10%, dependente do peso molecular da proteina analisada. No
primeiro poco do gel foi aplicado um padrdo de peso molecular, Kaleidoscope
Prestained Standards (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 aproximadamente 3 horas, com tampé&o de corrida (Tris 0,25M,
glicina 192 mM e SDS 1%). Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
utilizando-se tampéo de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS
0,1%). As membranas foram lavadas duas vezes com tampao TBS (Tris-HCI 20mM pH
7,6 e NaCl 137mM). Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a
membrana foram bloqueados mediante incubacdo com solucdo a 0,5% de leite em po6
desnatado, dissolvido em tampdo TBS-T pH 7,4 (Tris-HCI 20mM, NaCl 137mM e
detergente Tween 20 0,1%) por 120 minutos a temperatura ambiente sob constante
agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em solugédo basal (Tris 1M
pH2,8, NaCl 5M e Tween 20) e incubada com o anticorpo primério diluido na solucéo
blogueadora, sob agitacdo constante por 12 horas. Apoés a incubagdo com o anticorpo

primério, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo basal e incubada com o



anticorpo secundario em solucao bloqueadora por 2 horas sob agitacdo constante. Para
remover o excesso de anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em
solucdo basal. Por fim, a imuno-deteccdo foi realizada por meio do método de
quimiluminescéncia de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Enhancer Chemi-
Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-USA). As membranas de nitrocelulose
foram expostas a filmes radiograficos X-Omat AR (Eastman Kodak Co., USA), nos

tempos padronizados para cada proteina estudada.

Anticorpos para proteinas reguladoras do transito de calcio

- Ryanodine Receptor, mouse IgG1l (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).

Concentracao recomendada pelo fabricante, 1:5000.

. Serca2 ATPase, mouse IgG1l (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).
Concentracdo recomendada pelo fabricante, 1: 2500.

« Phospholamban, mouse IgG2a (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).

Concentracao recomendada pelo fabricante, 2 pug/ml.

« Exchanger Na*/Ca?*, mouse IgG2b (Upstate, Lake Placid, NY, USA): Concetrac&o
recomendada pelo fabricante, 1:2000.

o Calcium Channel, Voltage Gated Alpha 1C, rabbit (Chemicon Internacional,
Temecula, CA, USA). Concetracdo recomendada pelo fabricante, 1:100.

Anticorpo de normalizacéo

. f-actina, Mouse IgG1l (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA). Concentracdo

recomendada pelo fabricante, 1:1000. (Padronizado em nosso laborat6rio).

Anticorpos secundarios

Os anticorpos secundéarios, anti-rabbit IgG-HRP SC2004 e anti-mouse 1gG-HRp

SC2005 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA,USA)
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4.10.3- Quantificacéo das proteinas

As analises quantitativas das bandas foram realizadas pelo programa Scion
Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, EUA), software livre, disponivel no

endereco http://www.scioncorp.com/.

4.11- Analise Estatistica

Para as variaveis apresentadas pela média e desvio padrdo foi utilizada a
técnica da analise de variancia ANOVA complementada com o teste de comparacdes
multiplas de Tukey, (Zar, 1999). As variaveis apresentadas pela mediana e valores
minimos e maximos utilizou-se a ANOVA complementada com o teste de comparacdes
mdltiplas de Dunn (Zar, 1999). Todas as comparacdes foram discutidas no nivel de

significancia de 5%.

5- Resultados

Os resultados abaixo serdo apresentados em dois capitulos: Capitulo I
Obesidade e Doses Fisiologica e Suprafisiologica de Hormonio Tireoidiano e Capitulo II:
Ratos Obesos Submetidos a Restricdo Alimentar Moderada e Doses Fisiologicas e

Suprafisioldgicas de Hormonio Tireoidiano.
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Capitulo I: Obesidade e Doses Fisiologica e Suprafisiolégica de

Hormoénio Tireoidiano

Resumo

Obesidade define-se como uma doenca enddcrino-metabdlica, crénica, heterogenia,
caracterizada pelo excesso de gordura no organismo. A causa basica da obesidade é
multifatorial e é provavelmente uma combinacdo entre genética, meio ambiente e
fatores psicossociais que determinam o balanco entre a ingestdo alimentar e o gasto
energético. Estudos clinicos mostram que obesidade esta associada a disfuncao
ventricular, geralmente, diastdlica. A relacdo entre obesidade e o trAnsito de Ca®
intracelular tem sido estudada por técnicas de biologia molecular, as quais tornam
possivel o entendimento dos mecanismos responsaveis pelas alteragcbes no
desempenho do miocérdio. Os raros estudos que avaliaram as proteinas envolvidas na
homeostase intracelular de Ca%* do miocardio em modelos experimentais de obesidade,
apresentaram resultados divergentes. O transito de calcio intracelular é regulado pelo
trocador Na‘/Ca? *, Canal do tipo L do reticulo sarcoplasmatico (SR), canal rianodina
(RYR2), Ca®? * bomba ATPase do RS (SERCA), fosfolambam (PLB), e afinidade de
miofilamentos pelo Ca?" Assim, qualquer modificacdo na expressdo dessas proteinas
poderiam levar a anormalidades da homeostase Ca** e, consequentemente, disfuncéo
contratil no tecido cardiaco de ratos. O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia da
obesidade com administracéo de diferentes doses de hormdnio tireoidiano na expressao
génica e protéica de proteinas relacionadas com o transito de calcio cardiaco. Para isto,
foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar inicialmente separados
randomicamente em dois grupos: Controle (C) e Obeso (OB). O grupo C recebeu uma
dieta padrdo e os animais OB receberam dieta hiperlipidica por 20 semanas para
desenvolver a obesidade. Apds esse periodo os animais OB foram randomizados em
grupos obeso (OB), obeso com 0,5ug/100g de T3 (OF), obeso com 25ug/100g de T3
(OS). Apbs esse periodo os animais OF e OS foram submetidos ao tratamento com T3
por duas semanas. Ao final do tratamento os animais foram eutanasiados e amostras do
tecido ventricular esquerdo foram coletadas para analise da expressao génica e protéica
da PLB usando PCR em tempo real e Western Blot, respectivamente. Os resultados
deste estudo mostram que a administracdo exdgena de T3 aumentou 0s niveis séricos
de T3 total e baixou os niveis de T4 livres mostrando a efetividade do tratamento, e

diminuiu o peso corporal e indice de adiposidade nos grupos tratados. A administracao
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de T3 diminuiu a expressdo génica da PLB, Canal L, TRB e TRa nos animais OF e OS,
enquanto a expressao de NCX e SERCA foi aumentada apenas nos animais OS em
relacdo a OF e OB . Em relacdo a expressao protéica, apenas o gene PLB, nos animais
alimentados com dieta hiperlipidica, apresentou diminuicdo nos grupos OF e OS,
seguindo o mesmo comportamento da expressdo génica. Dessa forma concluimos que
a obesidade e a administracdo de diferentes doses de hormonio tireoidiano alteram a
expressao génica da SERCA, RyR, Canal L e NCX, porém, ndo altera a expressao
proteica dessas proteinas. A obesidade ndo alteram a expressdo génica e protéica da
PLB, porém, as diferentes doses de hormdnio tireocidiano diminuem tanto a expressao

génica quanto a protéica.

I.Hip6tese

Obesidade associada a doses fisiolégicas e suprafisioldgicas de horménio
tireoidiano promovem alteracdes dose dependentes na expressao génica e protéica das

proteinas relacionadas ao transito de calcio cardiaco.

[I.Objetivo Especifico

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos de diferentes doses de T3 sobre a
expressao génica e protéica das proteinas relacionadas ao transito de calcio cardiaco

em animais obesos.

Ill.Resultados

1) Constituicéo dos grupos

No inicio do estudo, o grupo C foi composto por 15 animais e OB por 57. Apés a
caracterizacdo, a composi¢do de cada grupo ficou da seguinte forma: 11 ratos no grupo
C, 12 ratos nos grupos OB, OF, OS. Ao final do experimento, um animal do grupo OB,
um do OF, um do OS foi sorteado aleatoriamente e excluido do estudo para que cada

grupo experimental fosse composto por 11 animais (Figura 3).
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n=15 n=57

20 semanas

Caracterizag&o dos grupos

C OB
_ n=33
n=11 8 semanas |
C OB OF (O
2 semanas
n=11 n=11 n=11 n=11

Figura 3. Composi¢do dos grupos apés o critério de exclusdo. C, controle; OB, obeso; OF,
obeso com dose de triiodotironina na concentracdo de 0,5 pg/100 g de peso; OS, obeso com

dose de triiodotironina na concentragdo de 25 ug/100 g de peso;
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i) Evolucéo de Peso

A evolucdo do peso dos animais esta representada na figura 4. Os animais que
consumiam as dietas hipercal6ricas apresentam maior ganho de peso a partir da 122

semana de experimento. Administracdo de T3 reduziu o peso corporal nos grupos

tratados (OF, OS).

OB
OF

os

Peso (gramas)

Tempo (semanas)

Figura 4. Evolucdo semanal do peso corporal dos grupos controle (n=11), obeso (OB, n=11),
obeso com 25ug/100g de T3 (OS, n=11), obeso com 0,5ug/100g de T3 (OF, n=11). Dados

expressos em média.
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i) Dosagens Hormonais

Os niveis séricos de T3 total aumentaram de maneira dose dependente,
entretanto apenas a dose suprafisioldgica apresentou aumento significante em relacéo
ao grupo OB. Os niveis de T4 livre diminuiram, seguindo inversamente o
comportamento do T3. Os niveis de TSH ndo apresentaram diferenga significante entre

0S grupos.

Tabela 1. Dosagem hormonal de triiodotironina (T3), tiroxina (T4) e horménio estimulador
da tiredide (TSH).

Grupos
Variavel C OB OF (0N
T3 110,5+21,3 111,0+19,4A 179,1+15,2 AB 191,3+ 45,9B
T4 0,86+0,103 0,818+0,12B 0,81+0,12 AB 0,31+0,14A
TSH 0,22+0,06 0,17+0,04A 0,19+0,03A 0,22+0,05A

T,, triiodotironina; T4 tiroxina; TSH hormonio estimulador da tiredide; C, controle; OB, obeso; OF,
obeso com 0,5ug/100g de T3; OS, obeso com 25ug9/100g de T3 de triiodotironina. Foi utilizada a
técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey.Dados expressos em média + desvio-

padrdo. * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.
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iv) Caracteristicas gerais

Todos os animais apresentavam pesos semelhantes no inicio do estudo. Apés o
periodo de inducdo de obesidade, os animais que consumiram dieta hipercal6rica
apresentaram peso corporal maior que 0s animais com dieta normocalérica.
Administragéo das doses de T3 diminuiu o peso de acordo com a dose administrada
(Tabela 2)

Tabela 2. Caracteristicas morfométricas: peso corporal inicial e final, e comprimento

naso-anal.
Grupos
Variavel Controle OB OF oS
PCI (g) 153,42 +7,21 158,4 + 20,20A 153,9+9,52 A 152,0+ 9,76 A
PCF (9) 510,09 £24,46* 635,8 +61,97 B 614,3+61,97AB 581,3+31,98A
CNA (cm) 250+14 254+14A 256+14A 251+08A

PCI, peso corporal inicial; PCF, peso corporal final; CNA, comprimento naso-anal; C, controle;
OB, obeso; OF, obeso com 0,5ug/100g de T3; OS, obeso com 25ug/100g de T3 de
triiodotironina. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados

expressos em média + desvio-padrao. * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05
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A Tabela 3 apresenta as caracteristicas de consumo alimentar (g), ingestédo
calorica (kg) e eficiéncia alimentar (EA) ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
grupos. O grupo OB apresenta maior ingestdo alimentar em gramas e em calorias
relacdo ao grupo controle. Em relacdo aos grupos tratados com o horménio ndo houve
diferenca estatistica. A eficiéncia alimentar dos animais OB foi maior que os animais C,
OF e OS.

Tabela 3. Caracteristicas nutricionais: consumo alimentar (g), ingestéo calérica (kcal) e

eficiéncia alimentar (EA).

Grupos

Variavel Controle OB OF OoS

Consumo
) 28,0 + 2,9* 315+18A 3L, 7£20A 316£1,7A
alimentar(g)

Ingestao(kcal) 82,6 + 8,6 115,2 + 6,5A 115,7 + 7,5A 1155+6,2 A

EA (g/kcal) 4,2+ 0,5* 48+0,6 B 42+04A 3,7+0,4A

EA, eficiéncia alimentar; C, controle; OB, obeso; OF, obeso com 0,5ug/100g de T3; OS, obeso
com 25ug/100g de T3 de triiodotironina. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o

teste de Tukey. * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.
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A composicdo de gordura corporal mostrou aumento significante em todas as
variaveis, exceto indice de Lee, nos animais OB quando comparados aos C. O depdsito
de gordura epididimal ndo apresentou diferenca estatistica quando comparamos OB,
OF e OS. Enquanto a gordura retroperitoneal apresentou diminuicdo apenas no grupo
OS. A gordura visceral foi menor no grupo OS quando comparados aos animais OB,
ndo apresentando diferenca em relagdo a OF. O mesmo comportamento foi observado
para gordura corporal total e indice de adiposidade, onde apenas OS apresentou
diminuicao significante em relacdo a OB.

Quanto ao indice de Lee, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
estudados. (Tabela 4)

Tabela 4. Composicdo de gordura corporal: depésitos de gordura retroperitoneal,

epididimal, visceral, total, e indices de adiposidade e de Lee.

Grupos
Variavel C OB OF (ON)
G. Epid  11,0+2,66* 15,87+ 6,30 A 15,53+ 3,83 A 14,08 + 3,05 A
G.Retro 8,63t2,66* 21,65+6,78B 19,63+7,40B 14,05+ 4,19 A
'G.Visc. 6,12#1,39*  12,90+501B 11,83+335AB ¢ 9,74+ 2,89 A

G. Total 25,8+5,09* 50,41 +16,52 B 46,98 + 12,50 AB 37,87 £ 8,48 A

l. Lee 0,67+0,01 0,63+0,03 A 0,63+0,03 A 0,64 +£0,02 A

Ta, triiodotironina; G. Epid, gordura epididimal; G. Retro, gordura retroperitoneal; G. Visc.,
gordura visceral; G. Total, gordura corporal total; I. Adipos., indice de adiposidade; I. Lee, indice
de Lee; C, controle; OB, obeso; OF, obeso com 0,5ug9/100g de T3; OS, obeso com 25ug/100g de
T3 de triiodotironina. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey.

Dados expressos em média + desvio-padréo. * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.
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V) Analise Bioquimica

A Tabela 5 apresenta valores para glicose, colesterol total (COL), triglicérides
(TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de alta densidade (HDL). Os
niveis de glicose, TG e HDL, ndo apresentaram diferenca estatistica entre 0os grupos.
Para colesterol total, foi maior nos Ob em rela¢do ao C e houve diminuicdo significante
no grupo OS quando comparado ao OB. Os niveis de LDL foram significantemente

diminuidos no grupo OS em relagédo a OB e OF.

Tabela 5. Analise bioquimica: glicose, colesterol total, triglicérides, HDL e LDL.

Grupos

Variavel C OB OF (OS]

Glicose 163,9+41,1 177,7 £+ 38,9 A 1755+ 37,8 A 158,3+ 33,6 A

COL 53,9+8,5* 68,0+11,3 B 62,8+8,5 AB 54,2+10,4 A

TGe  53,0(38,0;89,0) 83,0(37,0;131,0)A 82,5(35,0;130)A 93,5(63,0;219,0)A

HDL 26,1+6,2 29,849,1 A 32,1+4,0 A 30,9+9,9 A

LDL 8,7t1,9 10,8+2,7 B 12,1+2,8 B 6,4+1,7 A

Ta, triiodotironina; COL, colesterol total; TG, triglicérides; HDL, lipoproteina de alta densidade;
LDL, lipoproteina de baixa densidade; C, controle; OB, obeso; OF, obeso com 0,5ug/100g de T3;
0OS, obeso com 25ug/100g de T3 de triiodotironina. Foi utilizada a técnica ANOVA
complementada com o teste de Tukey. Dados expressos em média + desvio-padrao,

emediana(valor maximo; valor minimo) * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.

Vi) Expresséo génica e protéica

Para verificacdo da expressao génica, por PCR quantitativo, foi utilizado amostra
de 6 animais por grupo (a qualidade da extracdo de RNA e visualizacdo em gel de
agarose 1% para todos os grupos estdo apresentadas na se¢do apéndice — A2). As
amostras foram normalizadas pelo controle interno (ciclofilina) e o grupo C foi

normalizado para 1.



Para a expressao génica da PLB (figura 5), Canal L (figura 12), TR (figura 20) e
TRa (figura 22) houve diminuicdo nos grupos OF e OS em relacdo a OB. A expressao
génica de Serca2a e TRa apresentou aumento no grupo OB em relacdo ao C. E a dose
suprafisiolégica de hormdnio tireoidiano aumentaram a expressao da Serca2a (figura 8)
em relacdo a OB e OF. Em relacao ao gene NCX (figura 15) houve aumento no OS em
relacdo ao OB. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos na expresséo génica da
RyR (figura 18).

Em relacdo a traducdo das proteinas ndo houve alteracdo nos niveis de
expressao da Serca2a (figura 10), nas razbes Serca2a/PLB (figura 11), Canal L (figura
14) e NCX (figura 17) e ndo houve diferenca estatistica entre os grupos estudados. Na
figura 7 mostra que houve diminuigéo significativa da expressdo PLB em OS em relagéo
a OB para a banda de 25 kdal. Para a proteina RYR ndo foi possivel ser feita a analise

da expressao pela dificuldade de padronizacéo da técnica.

Abaixo estdo apresentados as curvas de amplificacdo para PLB (figuras 5),
Serca2a (figura 9), Canal L (figura 13), NCX (figura 16), RyR (figura 19), TR (figura 21)
e TRa (figura 23).

RNAmMm / ciclofilina

Figura 5. Influéncia das diferentes doses de T; sobre a expressdo génica da PLB no tecido
cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisiolégica de T3; OBS, obeso com dose
suprafisiolégica de T3. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.
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Figura 6. Curva de visualizacao do experimento de PCR em tempo real para o gene PLB.
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Figura 7. Influéncia das diferentes doses de T; sobre a expressdo protéica da PLB no tecido
cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisiolégica de T3; OBS, obeso com dose
suprafisiolégica de T3. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Dados expressos em mediana (valor maximo, valor minimo). * p<0,05 entre C e OB.

Letras iguais = p>0,05.
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RNAmM / ciclofilina
>

Figura 8. Influéncia das diferentes doses de T; sobre a expresséo génica da Serca2a no tecido
cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisiolégica de T3; OBS, obeso com dose
suprafisiologica de T3. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.

Figura 9. Curva de visualizacdo do experimento de PCR em tempo real para o gene Serca2a.
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C OB OF (O]

Figura 10. Influéncia das diferentes doses de T3 sobre a expresséo protéica da Serca2a no
tecido cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisioldgica de T3; OBS, obeso com
dose suprafisiologica de Tz, O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6
animais por grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Dunn. Dados
expressos em mediana (valor méximo, valor minimo). * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais =
p>0,05.
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Figura 11. Influéncia das diferentes doses de Ts; sobre a expressao protéica na relacdo
Serca2a/PLB no tecido cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisiologica de Ts;
OBS, obeso com dose suprafisioldgica de T3. O experimento foi realizado em duplicata e foram
utiizados 6 animais por grupo. Dados expressos em mediana (valor maximo, valor

minimo).*p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.

RNAmM / ciclofilina
>

Figura 12. Influéncia das diferentes doses de T3 sobre a expressao génica da Canal L no tecido
cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisiolégica de T3; OBS, obeso com dose
suprafisiolégica de T3. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.
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Figura 13. Curva de visualizacéo do experimento de PCR em tempo real para o gene Canal L.
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Figura 14. Influéncia das diferentes doses de T3 sobre a expresséo protéica do Canal L no tecido
cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisiolégica de T3; OBS, obeso com dose
suprafisiolégica de T3. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Dados expressos em mediana (valor maximo, valor minimo). * p<0,05 entre C e OB.

Letras iguais = p>0,05.
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RNAm / ciclofilina

Figura 15. Influéncia das diferentes doses de T; sobre a expressdo génica da NCX no tecido
cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisiolégica de T3; OBS, obeso com dose
suprafisiolégica de Ts. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.

Figura 16. Curva de visualizacdo do experimento de PCR em tempo real para o gene NCX.
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Figura 17. Influéncia das diferentes doses de T; sobre a expressdo protéica do NCX no tecido
cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisiolégica de T3; OBS, obeso com dose
suprafisiolégica de T3. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Dados expressos em mediana (valor maximo, valor minimo). * p<0,05 entre C e OB.

Letras iguais = p>0,05.
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RNAmMm / ciclofilina

Figura 18. Influéncia das diferentes doses de T; sobre a expressao génica da RyR no tecido
cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisiolégica de T3; OBS, obeso com dose
suprafisiolégica de T3.0 experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.

Figura 19. Curva de visualizacdo do experimento de PCR em tempo real para o gene RyR
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RNAm / ciclofilina
>

Figura 20. Influéncia das diferentes doses de T; sobre a expressdo génica da TR no tecido
cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisiolégica de T3; OBS, obeso com dose
suprafisiologica de T3; ORC, obeso submetido a restricdo calérica; ORF, obeso submetido a
restricdo calodrica e dose fisioldgica de T3; O experimento foi realizado em duplicata e foram
utilizados 6 animais por grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de

Tukey. Dados expressos em médias. * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.

Figura 21. Curva de visualizacdo do experimento de PCR em tempo real para o gene TRp.
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RNAmMm / ciclofilina
>

Figura 22. Influéncia das diferentes doses de T; sobre a expressdo génica da TRa no tecido
cardiaco. C, controle; OB, obeso; OF, obeso com dose fisiolégica de T3; OBS, obeso com dose
suprafisioldgica de T3. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre C e OB. Letras iguais = p>0,05.

Figura 23. Curva de visualizacdo do experimento de PCR em tempo real para o gene TRa.
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V- Discussao

A relacdo entre a obesidade e o efeito de diferentes doses de horménio
tireoidiano sobre o transito de calcio cardiaco ainda é controverso e nao foi totalmente
esclarecido. A obesidade é definida como um acumulo excessivo de gordura corporal
gue deriva de um desequilibrio crénico entre a energia ingerida e a energia gasta
(Marques-Lopes et al, 2004). E considerado um problema de satde mundial e sua

prevaléncia esta aumentando progressivamente em todo o mundo (Sokol, 2000).

Neste estudo, a dieta hipercaldrica rica em acidos graxos insaturados foi efetiva
para o ganho de peso dos animais em relagdo aos animais tratados com dieta
normocaldrica, estando de acordo com outros estudos da literatura e do nosso grupo
(Fitzgerald, 2001; Nascimento et al, 2008). Entretanto, alguns erros na classificacdo
podem ocorrer em modelos experimentais de obesidade induzida por dieta, pois, ratos
submetidos a dieta normocalérica e hipercalérica podem apresentar respostas
semelhantes, assim o0s animais submetidos a dieta normocalérica podem ser
classificados como controle, quando na realidade, exibem respostas semelhantes aos
animais que se tornaram obesos pela dieta hipercalérica, ou vice e versa. Por este
motivo, foi estabelecido um critério que possibilita a separagdo dos animais em
controles e obesos. Recente estudo em nosso laboratério mostrou que o melhor
indicador de obesidade é a indice de adiposidade corporal. Entretanto, foi demonstrado
gue o peso corporal, avaliado in vivo, apresenta boa correlacdo com o indice de

adiposidade (Nascimento et al, 2008).

Os resultados desse estudo mostram que a administracdo de T3 foi efetiva,
aumentando a concentracao sérica de T3 de maneira dose dependente, e diminuindo a
concentracdo de T4 da mesma maneira, portanto a administragcdo exdgena de T3
suprimiu a producédo de T4 pela tire6ide (Zabrocka et al, 2006). Porém as concentracdes
do TSH se mantiveram, talvez pelo curto periodo, de duas semanas, que nao foram

suficientes para alterarem as concentracfes do TSH.

Verificamos aumento na expresséo do TRa nos animais OB em relagéo ao C no
tecido cardiaco e esse dado ndo esta associado a variacdo nas concentracdes dos
horménios tireoidianos nesses animais, porém ndo encontramos na literatura trabalhos
gue mostram alteracdes na expressdo do TRa na obesidade. Por outro lado a
administracdo do horménio tireoideano diminuiu a expressao tanto na dose fisiolégica
quanto na suprafisiologica do TRa e do TRB (Yen, 2007), demonstrando down-

regulation dos receptores de hormdnio tireoidiano provocada pelo excesso de hormbnio
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circulante. Esses dados ajudam a comprovar a eficacia do tratamento hormonal no

experimento.

As dietas hipercaldricas utilizadas nos animais OB induziram ganho de peso e
adiposidade, em relacdo ao grupo C (Krotkiewski, 2002; Elliott et al, 2004; Dourmashkin
et al, 2005). Em relacao ao tratamento com T3, apenas a dose suprafisiolégica diminui

estatisticamente o peso e adiposidade nos animais.

Estudos experimentais mostram que dietas ricas em gorduras promovem a
obesidade em ratos (Minatoya et al, 2007). Os animais OB, OF e OS nédo apresentaram
diferencas no consumo alimentar e na eficiéncia alimentar. Porém houve um aumento
da ingestdo tanto em calorias quanto em gramas nos animais OB em relacdo aos
animais C, o principal motivo pelo qual os lipidios da dieta podem conduzir a hiperfagia
€ devido as suas propriedades organolépticas (Prentice, 1998), como alta
palatabilidade, textura caracteristica (Rolls & Shide, 1992) e grande utilidade e
versatilidade como ingrediente culinario (Pike, 1994).

Nosso estudo mostrou que dietas ricas em &cidos graxos insaturados
demonstraram aumento dos depdésitos de gordura retroperitoneal, visceral e epididimal
em relacdo ao C. Apenas a dose suprafisiolégica de T3 diminuiu de maneira significante
0s depdsitos de gordura retroperitonial e visceral, a gordura corporal total e o indice de
adiposidade (Cioffi et al, 2010), acompanhando o peso corporal final, onde houve aumento
de significante nos animais tratados com dieta hiperlipidica, e perda de peso significante

conforme a dose de hormonio administrada.

Os niveis glicémicos de jejum ndo apresentaram diferengcas entre 0s grupos
estudados. Sabe-se que o0 excesso de hormonio tireoidiano aumenta a glicose
plasmatica (Duntas, 2002), porém so realizamos a medida da glicemia de jejum, que
poderia estar normal, devido a dieta hiperlipidica ja que ndo houve variagcdo desse
parametro em relagdo ao controle. O excesso de hormdnio tireoidiano poderia
influenciar as glicemias pés-prandiais, dados que ndo avaliamos. Ndo houve diferenca
estatistica para os niveis de HDL e TG, concordando com alguns autores que
mostraram que dietas ricas em gordura insaturada nao alteram o perfil lipidico
(Tentolouris et al, 2008; Schrawen & Westerterp, 2000), e que o hormdnio tireoidiano
nao influencia os niveis de TG (Estadella et al, 2004). Entretanto os animais do grupo
OS apresentaram uma diminuicdo no colesterol total e LDL em relacdo a OB. O estado
de hipertireoidismo aumenta a excrecdo de colesterol. Os hormonios tireoidianos podem

estimular a enzima hidroximetil glutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima de
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biossintese do colesterol, e induzir o aumento na sintese de colesterol. Entretanto, os
niveis seéricos de colesterol sdo diminuidos, principalmente, devido ao aumento
simultaneo da degradacéo de LDL. Além disso, a regido promotora do receptor de LDL
apresenta elemento responsivo ao hormoénio tireoidiano (TER), que permite que o T3
module a expressdo génica do receptor de LDL resultando em um aumento do
clearence de LDL (Fielding et al, 1995). Assim, a diminuicAo do colesterol total,

provavelmente, foi consequéncia da diminui¢cdo dos niveis de LDL.

Nosso objetivo foi avaliar a influéncia de diferentes doses de hormonio
tireoideano na obesidade sobre o RNAmM e suas respectivas proteinas relacionadas ao
transito de Ca?" no miocardio. A influéncia do horménio tireoideano na funcéo cardiaca é
bem documentada, o aumento nos niveis de horménio tireoideano resulta na melhora
da contrabilidade cardiaca e o oposto ocorre quando ha um quadro de hipotireoidismo.
Esta habilidade de regular a fung&o cardiaca possivelmente esta relacionada com os
efeitos gendmicos, por ser um modulador transcricional da miosina e das proteinas
reguladoras do célcio (Carr & Kranias, 2002). Os canais de calcio sédo diretamente

influenciados pela acdo do T3 (Gotzsche, 1994).

O presente estudo demonstrou aumento na expressao génica de SERCA nos
animais OB em relacdo aos animais controles, porém sem alteracdo na expressao
protéica, como ja demonstrado em estudo anterior realizado em nosso laboratério
(Lima-Leopoldo et al, 2008). As doses suprafisiolégicas de hormonio tireoidiano
aumentaram a expressdo génica dessa proteina em relacdo aos animais OB, sem
alterar a expressado protéica, como relatado em outros estudos que mostram aumento
da expresséao génica e protéica (Carr & Kranias, 2002; Reed et al, 2000, Hartong et al,

1994) dessas proteinas na presenca de hormonio tireoidiano.

A obesidade ndo alterou a expresséo génica da PLB e as doses fisiolégicas e
supra-fisiolégicas do hormoénio tireoidiano diminuiram sua expressao. Essa mesma
alteracdo foi observada em relacdo a expressao protéica e dose suprafisiolégica do
hormonio tireoidiano, porém esse aumento néo foi visualizado na relacdo SERCA/PLB.

Estudos sugerem que a PLB regula a SERCA pela alta afinidade com o Ca**, e
que o aumento da relacdo PLB/SERCA resulta na maior inibicdo da SERCA com isso
uma menor contrabilidade cardiaca, portanto sugerimos, em nosso estudo, que a
contrabilidade cardiaca possivelmente néo foi prejudicada, j& que ndo houve alteracao
da relagcdo SERCA/PLB. (Periasamy et al, 2008)
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Em relacdo ao NCX observamos aumento na expressao génica apenas na dose
suprafisiolégica de T3 administrada por duas semanas, sem alteracfes na expressao
protéica. Outros estudos demonstram que a administracdo de diferentes doses de
hormonio tireocideano por seis semanas (Redd et al, 2000) diminui a expressao dessas
proteinas (Carr & Kranias, 2002), porém em nosso laboratério foi demonstrado que nao
houve correlagdo entre as doses de horménio, administradas por duas semanas, e

essas proteinas do transito de calcio.

A expressdo génica do Canal L néo alterou em animais obesos em relacédo ao
controle e diminuiu na presenca das doses fisiologicas e suprafisiolégicas de T3, porém
nao houve alteracao na expressao protéica dessas proteinas. Em concordancia com os
nossos resultados, outro estudo do nosso laboratério ja havia demonstrado que a dieta

rica em gorduras poliinsaturadas néo altera a expressao do Canal L (Leopoldo, 2010).

Portanto, tanto a obesidade como as doses de hormonio tireoidiano administrada
nesses animais ndo alteram essas protéinas do transito de calcio. Resultado divergente
entre a alteracdo na expressédo génica sem alteragdo na proteina, podemos associar a
traducdo celular. O RNAm é transcrito diretamente a partir do DNA (cadeia de &cido
desoxirribonucléico), j& as proteinas séo sintetizadas nos ribossomos a partir de uma
sinalizacdo molecular especifica (Alberts et al, 2002). Contudo, o aumento dos niveis de
RNAmM ndo necessariamente resulta na elevacdo da taxa protéica, pois, a eficiéncia do
processo de traducdo é regulado pelo comprimento da cauda poli A, que favorece o
aumento da concentracdo local de ribossomos, colaborando para maior traducdo de
proteinas (Seraphim et al, 2007). Portanto, as diferencas entre as quantidades de
RNAmM e proteinas, no presente estudo, podem ser associadas ao comprimento da
cauda poli A.

Em resumo, nossos estudos demonstram que a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica a base de acidos graxos insaturados ndo altera a expressao das proteinas
do transito de calcio, assim como as doses fisiologicas e suprafisiologicas de horménio

tireoidiano também néo sado alteradas nessas condices.

Sabe-se que 0 hormdnio tireoidiano provoca a perda de peso por alterar a massa
muscular e danos cardiacos (Biondi et al, 2000). Estudos demonstram que os analogos
de T3 provocariam a perda de massa gorda sem agir na musculatura ja que esses
analogos agem em receptores 3 do hormdnio tireoidiano preservando os musculos que
sao ricos em receptores a. Analogo de horménio tireocidiano tem sido proposto como

agente terapéutico seguro ja que seus efeitos sao insignificantes sobre o metabolismo e
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freqUéncia cardiaca (Dourmashkin et al, 2005). Outras drogas, CG-1 e KB-141, que
estdo sendo desenvolvidas, sdo isoformas agonistas do TR[. Estas drogas nao
estimulam o TRa, protegendo o coracdo da acdo deletéria do hormdnio tireoidiano (Cao
et al, 2001). Da mesma forma o coracdo possui mais receptores a e portanto 0s
analogos nao causariam elevado dano ao coracdo. Esse dado da literatura associado a
ndo alteracdo das proteinas do transito de céalcio, demonstrada neste estudo, com 0 uso
de hormonios tireoidianos, sugerem maior seguranca do uso desses horménios frente a

uma dieta hiperlipidica com acidos graxos insaturados.

V- Conclusao

Com esses resultados nossas conclusfes foram que:

e A obesidade e a administracdo de diferentes doses de horménio tireoidiano
alteram a expressao génica da SERCA, RyR, Canal L e NCX, porém, ndo altera

a expressao dessas proteinas.

¢ A obesidade nao altera a expresséo génica e protéica da PLB, porém, as doses
fisiolégica e suprafisioldgica de hormonio tireoidiano diminuem tanto sua

expressao génica quanto sua expressao protéica.
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Capitulo II: Ratos Obesos Submetidos a Restricdo Alimentar
Moderada e Doses Fisiolégicas e Suprafisiolégicas de Hormadnio
Tireoidiano

Resumo

A restricdo alimentar é a estratégia mais comum para tratar a obesidade e tém
papel central na reducdo de gordura em individuos obesos. Poucos estudos tém
analisado os mecanismos moleculares relacionados com o ciclo de Ca®* do miocéardio
no coragdo de animais restritos. O transito de célcio intracelular é regulado pelo trocador
Na‘/Ca?*, Canal do tipo L do reticulo sarcoplasmatico (SR), canal rianodina (RYR2), Ca?®
" bomba ATPase do RS (SERCA), fosfolambam (PLB), e afinidade de miofilamentos
pelo Ca** Assim, quaisquer modificacdes na expressdo dessas proteinas poderiam
levar a anormalidades da homeostase Ca*" e, consequentemente, disfung&o contratil no
tecido cardiaco de ratos restrito. N&o foram encontrados na literatura estudos que
determinam as alteracbes génicas e protéicas de proteinas relacionadas ao transito de
célcio cardiaco no modelo experimental proposto, bem como a importancia da restricao
alimentar nestas condicdes. O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia da
obesidade com restricdo alimentar e administracdo de diferentes doses de hormonio
tireoidiano na expressdo génica e protéica de proteinas relacionadas ao transito de
célcio cardiaco. Para isto, foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar
inicialmente separados randomicamente em dois grupos: Controle (C) e Obeso (OB). O
grupo C recebeu uma dieta padrdo e os animais OB receberam dieta hiperlipidica por
20 semanas para desenvolver a obesidade. Apds esse periodo os animais OB foram
randomizados em grupos obeso (OB), obeso submetido a restricdo alimentar (ORC),
obeso submetido a restricdo alimentar com dose de 0,5 g/100 g de T3 (ORF), obeso
submetido a restricdo caldrica com dose de 25 ;,9/100 g de T3 (ORS). Os animais
restritos receberam 75% da dieta consumida pelos animais do grupo C por oito
semanas. Apds esse periodo os animais ORF e ORS foram submetidos ao tratamento
com T3 por duas semanas. Ao final do tratamento os animais foram eutanasiados e
amostras do tecido ventricular esquerdo foram coletadas para analise da expressao
génica e protéica da PLB usando PCR em tempo real e Western Blot, respectivamente.
Os resultados deste estudo mostram que a administracao exégena de T3 aumentou 0s
niveis séricos de T3 total e baixou os niveis de T4 livres mostrando a efetividade do
tratamento, e diminuiu o0 peso corporal e indice de adiposidade nos grupos tratados. A

expressao génica de PLB diminui no grupo restrito em relacdo ao grupo obeso e o TR
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nao apresentou diferenca entre esses dois grupos. Porém a expressao génica dessas
duas proteinas apresentaram diminuicdo com as doses administradas de hormanio.
Para os genes SERCA e Canal L houve diminuicdo da sua expressao nos
animais restritos em relacdo aos animais obesos e houve aumento da expresséo de
maneira dose dependente para a SERCA e aumento nas duas doses na expressao do
Cana L. A expressdo génica de NCX aumentou no ORC em relacdo ao obeso e foi
diminuida apenas nos animais ORS. A RyR diminuiu em ORC em relagc&o ao OB e nédo
apresentou diferenca com as doses hormonais administradas. A restricdo alimentar
moderada e associada a diferentes doses de hormonio tireoidiano alteram a expressao
génica, porém nao alteram a expressdo das proteinas responsaveis pelo transito de

calcio cardiaco.

l. Hipotese

Restricdo alimentar moderada com administracdo de doses fisiolégicas e
suprafisiologicas de hormonio tireoidiano promovem alteragfes dose dependentes na

expressao génica e protéica das proteinas relacionadas ao transito de calcio cardiaco.

- Objetivo Especifico

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos de diferentes doses de T3 sobre a
expressao génica e protéica das proteinas relacionadas ao transito de calcio cardiaco

em animais obesos submetidos a restricdo alimentar.

Il- Resultados

I Constituicéo dos grupos

No inicio do estudo, o grupo C foi composto por 15 animais e OB por 57. Apés a
caracterizacdo, a composicao de cada grupo ficou da seguinte forma: 11 ratos no grupo
C, ORC e ORF e 12 no ORS. Ao final do experimento, um animal do grupo ORS foi
sorteado aleatoriamente e excluido do estudo para que cada grupo experimental fosse

composto por 11 animais (Figura 24).
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Caracterizag&o dos grupos

20 semanas

\ 4 \ 4

c ORC

= n=33
n=15 8 semanas |

C ORC ORF ORS

2 semanas

n=11 n=11 n=11 n=11

Figura 24. Composi¢do dos grupos apos o critério de exclusdo. C, controle; OB, obeso, ORC,
obeso submetido a restricdo caldrica; ORF, obeso submetido a restricdo caldrica com dose de
triiodotironina na concentracdo de 0,5 ug/100 g de peso; ORS, obeso submetido a restricao

calérica com dose de triiodotironina na concentracéo de 25 ug/100 g de peso.

ii. Evolucéo de Peso

A evolucao do peso dos animais esta representada na figura 25. Os animais que
consumiam as dietas hipercaléricas apresentaram maior ganho de peso a partir da 122
semana de experimento. Apds a 22 semana de instauragdo da restricdo alimentar o
grupo ORC apresentou peso semelhante ao grupo C. Houve estabilizagdo da perda de
peso dos animais ORC a partir da 6° semana de restricdo alimentar. Administragcéo de
T3 reduziu o peso corporal dos grupos tratados (ORF e ORS). Os animais controle
representados nessa curva ndo fardo parte da analise dos demais resultados
apresentados nesse trabalho. Isto porque a restricdo de 25% foi instituida apés a
inducéo de obesidade, portanto as comparacdes seréo feitas em relacédo a esse grupo.

63



Peso (gramas)

64

Tempo (semanas)

Figura 25. Evolucédo semanal do peso corporal dos grupos controle (n=11), obeso (Ob, n=11),
obeso com restrigdo caldrica (ORC, n=11), obeso com restricdo calérica e dose de 25ug/100g
de T3 (ORS, n=11) e obeso com restricao calérica e dose 0,5ug/100g de T3 (ORF, n=11).

Dados expressos em média.



iii. Dosagens Hormonais

Os niveis séricos de T3 aumentaram de maneira dose dependente,
entretanto apenas a dose suprafisiolégica apresentou aumento significante em relacao
ao grupo ORC, ndo houve diferenca entre os niveis de T3 nos animais ORC em relacao
aos animais OB. Os niveis de T4 diminuiram, seguindo inversamente o comportamento
do T3 e também n&o se alterou em ORC em relacdo a OB. Os niveis de TSH néo

apresentaram diferenca significante entre os grupos.

Tabela 6. Dosagem hormonal de triiodotironina (T3), tiroxina (T4) e horménio estimulador
da tiredide (TSH).

Grupos
Variavel OB ORC ORF ORS
T3 111,0+19,4 85,5+50,1A 159,7+21,8AB 281,4+65,3B
T4 0818+0,12 1 085+0,15B 0,56:0,15AB 0,19+0,04A
TSH 017+0,04 0,20+0,05A  022+¢0,05A 0,35¢0,12A

T, triiodotironina; T4 tiroxina; TSH hormonio estimulador da tireéide; C, controle; ORC, obesos
submetidos a restricao calérica; ORF obesos submetidos a restricdo caldrica com 0,5ug9/100g de
T3; ORS, obeso submetido a restricdo caldrica com 25ug/100g de triiodotironina. Foi utilizada a
técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados expressos em média + desvio-

padrdo. * p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais = p>0,05.
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iv. Caracteristicas gerais

Todos os animais apresentavam pesos semelhantes no inicio do estudo. Apés o
periodo de restricdo alimentar os animais ORC diminuiram significantemente o peso
corporal final em relacdo aos animais OB. A dose administrada de T3 né&o alterou o
peso corporal dos animais em nenhuma das doses administradas. N&o houve diferenca

no comprimento naso-anal entre os grupos estudados. (Tabela 7)

Tabela 7. Caracteristicas morfométricas: peso corporal inicial e final, e comprimento

naso-anal.

Grupos

Variavel OB ORC ORF ORS

PCI (g9) 158,4 +20,2 149,84 +5,13 A 152,84 +7,19 A 150,97 +5,66 A

PCF (9) 635,8 +61,9* 517,78 + 41,49A 504,96 +48,18 A 483,92+ 29,14 A

CNA(cm) 25414 255+15A 247+11A 242+ 13A

T, trilodotironina; PCI, peso corporal inicial; PCF, peso corporal final; CNA, comprimento naso-
anal; C, controle; ORC, obesos submetidos a restricdo caldrica; ORF obeso submetidos a
restricdo calérica com 0,5ug/100g de T3; ORS, obeso submetido a restricdo alimentar com
25ug/100g de triiodotironina. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de
Tukey. Dados expressos em média + desvio-padrao. * p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais =
p>0,05.

66



A Tabela 8 apresenta as caracteristicas de consumo alimentar (g) e em ingestédo
calorica (kcal) e eficiéncia alimentar (EA). Nao houve diferenca estatistica entre consumo
alimentar e ingestdo caldrica entre os grupos. A eficiéncia alimentar dos animais ORS foi

menor que dos animais ORC.

Tabela 8. Caracteristicas nutricionais: consumo alimentar (g), ingestéo calérica (kcal) e

eficiéncia alimentar (EA).

Grupos
Variavel oB ORC ORF ORS
Consumo
) 31,5+1,8 24,0 £ 0,5A 236+15A 242+0,7A
alimentar(g)
‘Ingestdo(kcal)  115,2+#6,5 799+25A  77,7+55A  80,0#25A
EA 48£0,6 - 46+05B 44+05AB 39+04A

EA, eficiéncia alimentar; C, controle; ORC, obesos submetidos a restricdo caldrica; ORF obesos
submetidos a restricdo caldérica com 0,5ug/100g de T3; ORS, obeso submetido a restricao
calérica com 25ug/100g de triiodotironina. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o

teste de Tukey. Dados expressos em média + desvio-padrao. * p<0,05 entre OB e ORC. Letras

iguais = p>0,05.
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Os depdésitos de gordura retroperitoneal, visceral, gordura total e indice de
adiposidade diminuiram nos animais ORC em relacdo aos animais OB. Porém, os
depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal, visceral, gordura total, indice de
adiposidade e indice de Lee ndo apresentaram diferenca significativa no grupo ORC em

relacédo aos grupos ORF e ORS e estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Composicao de gordura corporal: depésitos de gordura retroperitoneal,

epididimal, visceral, total, e indices de adiposidade e de Lee.

Grupos
Variavel OB ORC ORF ORS
G. Epid 15,8 £ 6,3 8,66+ 3,16 A 7,47+ 2,35 A 6,63+2,97 A
'G.Retro  21,6+6,7* 721+448A  649+481A 487+333A
'G.Visc. 12,9+50* . 466+228A  4T75+228A 353+156A
‘G.Total  50,4+165% 2052+869A  1871+888A  1502:7,69A
ILAdipos.  7,43+15% 368+149A  341+168A 3,06+ 1,47A
1. Lee 063+003 0,662+0,016 A 0,672+0,022A  0,679+0,019A

T, triiodotironina; G. Epid, gordura epididimal; G. Retro, gordura retroperitoneal; G. Visc., gordura
visceral; G. Total, gordura corporal total; I. Adipos., indice de adiposidade; I. Lee, indice de Lee; C,
controle; ORC, obesos submetidos a restricdo calérica; ORF obesos submetidos a restricdo
caldrica com 0,5ug/100g de T3; ORS, obeso submetido a restricao calérica com 25ug/100g de
triiodotironina. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados

expressos em média + desvio-padréo. * p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais = p>0,05.
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V. Anélise Bioquimica

A Tabela 10 apresenta valores para glicose, colesterol total (COL), triglicérides
(TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de alta densidade (HDL). Nao
houve diferenca entre OB e ORC para as dosagens bioquimicas. Os niveis de glicose
nos animais ORS apresentaram diminui¢éo significante em relagéo aos grupos ORC e
ORF. Para colesterol total houve diminui¢do significante no grupo ORS em relagédo ao
ORC. Os niveis de TG, HDL né&o apresentaram diferenca significativa entre os grupos e

LDL apresentou niveis baixos no grupo ORS em relacdo ao ORF.

Tabela 10. Analise bioquimica: glicose, colesterol total, triglicérides, HDL e LDL.

Grupos
Variav
| OB ORC ORF ORS
e
Glicose 177,7+38,9 147,5+39,0 B 152,1+51,1B 103,2+ 31,4 A
coL 68,0+11,3 | 66,4t9,8B  623+93AB 52,0498 A

LDL 10,8+2,7 11,3+2,7 AB 12,5+3,0 B 8,3+1,8 A

T, triiodotironina; COL, colesterol total; TG, triglicérides; HDL, lipoproteina de alta densidade;
LDL, lipoproteina de baixa densidade. C, controle; ORC, obesos submetidos a restricdo caldrica;
ORF obesos submetidos a restrigdo calérica com 0,5ug/100g de T3; ORS, obeso submetido a
restricdo calérica com 25ug/100g de triiodotironina. Foi utilizada a técnica ANOVA
complementada com o teste de Tukey. Dados expressos em média + desvio-padrdo e e mediana

(valor méximo; valor minimo). * p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais = p>0,05.



Vi. Expressao génica e protéica

Para verificacdo da expressao génica, por PCR quantitativo, foi utilizado amostra
de 6 animais por grupo (a qualidade da extracdo de RNA e visualizacdo em gel de
agarose 1% para todos os grupos estao apresentadas na secdo apéndice — A2). As
amostras foram normalizadas pelo controle interno (ciclofilina) e o grupo C foi
normalizado para 1. As expressfes génicas da PLB, SERCA, Canal L, NCX, RyR e

TRp foram realizadas no tecido cardiaco.

A expresséo génica da PLB (figura 26), SERCA (figura 29), Canal L (figura 33)
RyR (figura 39), apresentaram uma diminui¢cdo significante no grupo ORC em relagéo
ao OB. A expressdo génica do NCX (figura 36) apresenta aumento significante da
expressao em relagdo ao OB. Para a expressao génica do TRB ndo ha diferenca no
ORC em relagdo ao OB. A expressdo génica da PLB e TR (figura 41) apresentaram
diminuicdo da expressao nas duas doses administradas. J4 a SERCA teve seus niveis
de expressdo aumentados de maneira dose dependente e Canal L sua expressdo
aumentou nas duas doses administradas. A expressao génica do NCX apresentou
diminuicdo significativa no grupo ORS em relacdo a ORC. Nao houve diferenca

estatistica entre os grupos com horménio para a expressao génica de RyR.

A expressdo das proteinas relacionadas com o transito de calcio intracelular
mostra que ndo houve alteracao nos niveis protéicos da PLB (figura 28), Serca2a (figura
31), as razbes Serca2a/PLN (figura 32), Canal L (figura 35) e NCX (figura 38) em
nenhum dos grupos estudados. N&o foi possivel a andlise da expressdo proteina na

RYR pela dificuldade de padronizacao da técnica.

Abaixo estdo apresentados as curvas de amplificagdo para PLN (figura 27),
Serca2a (figura 30), Canal L (figura 34), NCX (figura 37), RyR (figura 40), TRB (figura
42).
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RNAmMm / ciclofilina

Figura 26. Influéncia das diferentes doses de T; sobre a expressédo génica da PLB no tecido
cardiaco; ORC, obeso submetido a restricao calérica; ORF, obeso submetido a restricao calérica
e dose fisiologica de Ts; ORS, obeso submetido a restricdo caloria e dose suprafisiolégica de Tj;
Ts, triiodotironina. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais = p>0,05.

Figura 27. Curva de visualizacdo do experimento de PCR em tempo real para o gene PLB.
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Figura 28. Influéncia das diferentes doses de T3 sobre a expressdo protéica da PLB no tecido
cardiaco ORC, obeso submetido a restricao caldrica; ORF, obeso submetido a restricdo calorica
e dose fisioldgica de T3; ORS, obeso submetido a restricdo caloria e dose suprafisiologica de Ts;
Ts, triiodotironina. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Dados expressos em mediana (valor méximo, valor minimo* p<0,05 entre OB e ORC.

Letras iguais = p>0,05.
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Figura 29. Influéncia das diferentes doses de T3 sobre a expressdo génica da Serca2a no tecido
cardiaco. ORC, obeso submetido a restricao calérica; ORF, obeso submetido a restricao calérica
e dose fisiologica de Ts3; ORS, obeso submetido a restricdo caloria e dose suprafisioldgica de Tj;
Ts, triiodotironina. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey.Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais = p>0,05.

Figura 30. Curva de visualizacdo do experimento de PCR em tempo real para o gene Serca2a.
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Figura 31. Influéncia das diferentes doses de T3 sobre a expresséo protéica da Serca2a no
tecido cardiaco. ORC, obeso submetido a restricao caldrica; ORF, obeso submetido a restricdo
calérica e dose fisioldgica de Tz; ORS, obeso submetido a restricdo caloria e dose
suprafisiolégica de Ts; Ts, triiodotironina. O experimento foi realizado em duplicata e foram
utilizados 6 animais por grupo. Dados expressos em mediana (valor maximo, valor minimo).

*p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais = p>0,05.
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Figura 32. Influéncia das diferentes doses de Ts; sobre a expressao protéica na relacdo
Serca2a/PLN no tecido cardiaco. ORC, obeso submetido a restricdo caldrica; ORF, obeso
submetido a restricéo caldrica e dose fisioldgica de T3; ORS, obeso submetido a restricdo caloria
e dose suprafisioldgica de Ts; T3, triiodotironina. O experimento foi realizado em duplicata e
foram utilizados 6 animais por grupo. Dados expressos em mediana (valor méximo, valor

minimo). * p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais = p>0,05.
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Figura 33. Influéncia das diferentes doses de T3 sobre a expressdo génica da Canal L no tecido
cardiaco; ORC, obeso submetido a restricao calérica; ORF, obeso submetido a restricdo calorica
e dose fisiologica de Ts; ORS, obeso submetido a restricdo caloria e dose suprafisioldgica de Tj;
T,, triiodotironina. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais = p>0,05.

Figura 34. Curva de visualizacdo do experimento de PCR em tempo real para o gene Cana L.
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Figura 35. Influéncia das diferentes doses de T3 sobre a expressao protéica do Canal L no tecido
cardiaco. ORC, obeso submetido & restricdo calorica; ORF, obeso submetido a restrigdo caldrica
e dose fisiologica de Ts3; ORS, obeso submetido a restricdo caloria e dose suprafisiologica de Tj;
T,, triiodotironina. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Dados expressos em mediana (valor maximo, valor minimo). * p<0,05 entre OB e ORC.

Letras iguais = p>0,05.
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Figura 36. Influéncia das diferentes doses de Ts; sobre a expressdo génica da NCX no tecido
cardiaco; ORC, obeso submetido a restricao caldrica; ORF, obeso submetido a restricdo calorica
e dose fisioldgica de T3; ORS, obeso submetido a restricdo caldria e dose suprafisiologica de Ts;
T,, triiodotironina. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey.Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais = p>0,05.

Figura 37. Curva de visualizacdo do experimento de PCR em tempo real para o gene NCX.
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Figura 38. Influéncia das diferentes doses de T3 sobre a expressao protéica do NCX no tecido
cardiaco ORC, obeso submetido a restri¢do caldrica; ORF, obeso submetido a restri¢édo caldrica
e dose fisiologica de T3; ORS, obeso submetido a restricdo caloria e dose suprafisiologica de Ts;
Ts, triiodotironina. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Dados expressos em mediana (valor maximo, valor minimo). * p<0,05 entre OB e ORC.

Letras iguais = p>0,05.
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Figura 39. Influéncia das diferentes doses de Ts; sobre a expressdo génica da RYR no tecido
cardiaco. ORC, obeso submetido a restricdo calérica; ORF, obeso submetido a restricao calérica
e dose fisioldgica de T3; ORS, obeso submetido a restricdo caloria e dose suprafisiologica de Ts;
T,, triiodotironina. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey. Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais = p>0,05.

Figura 40. Curva de visualizacdo do experimento de PCR em tempo real para o gene RyR
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Figura 41. Influéncia das diferentes doses de Ts; sobre a expressédo génica da TR no tecido
cardiaco. ORC, obeso submetido a restricao caldrica; ORF, obeso submetido a restricdo calorica
e dose fisiologica de Ts; ORS, obeso submetido a restricdo caloria e dose suprafisioldgica de Tj;
T,, triiodotironina. O experimento foi realizado em duplicata e foram utilizados 6 animais por
grupo. Foi utilizada a técnica ANOVA complementada com o teste de Tukey.Dados expressos

em médias. * p<0,05 entre OB e ORC. Letras iguais = p>0,05.

Figura 42. Curva de visualizacdo do experimento de PCR em tempo real para o gene TR.
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V- Discussao

A restricdo alimentar moderada e os efeitos de diferentes doses de horménio
tireoidiano sobre o transito de calcio cardiaco é controverso e ainda nao foi totalmente
esclarecido. Estudos com restricdo alimentar de 30-50% em ratos mostraram aumento
na expectativa de vida e prevencéo de doencas associadas a idade (Dourmashkin et al,
2005), além de reduzir a incidéncia de alguns cénceres relacionados com a idade,
doencas cardiovasculares e deficiéncias em fungbes imunes em animais. (Woods et al,
2003)

Os animais submetidos a restricdo alimentar apresentaram peso semelhante aos
animais controle no final do experimento, demonstrando que a restricdo calérica de 25%
foi eficaz para a reducdo do peso e adiposidade como demonstrado anteriormente em
outros estudos. (Dourmashkin et al, 2005; Borts & Conover, 2005; Flatt, 1987)

Os animais ORC apresentaram diminuicdo no peso corporal final em relagdo aos
animais obesos, mostrado a eficiéncia da restricao alimentar moderada. (Dourmaskin et
al 2005; Borts & Conover, 2005; Flat, 1987). Essa diminuicdo de peso corporal foi
acompanhada pela diminuicdo das gorduras retroperitoneal, gordura visceral, gordura
total e indice de adiposidade.

Os resultados deste estudo mostram que a administracdo de T3 foi efetiva,
aumentando a concentracdo sérica de T3 nos animais com dose suprafisiolégica, e
diminuindo a concentracdo de T4 da mesma maneira, portanto a administracdo exégena
de T3 suprimiu a producdo de T4 pela tiredide. (Schwint et al, 2004) Porém as
concentracdes do TSH se mantiveram, talvez pelo curto periodo, de duas semanas, que
nao foram suficientes para provocarem o feed-back negativo e alterarem as

concentragdes do TSH.

Associado aos resultados das dosagens hormonais, verificamos para a
expressao génicado TRB que a administracdo do horménio tireoideano diminuiu a
expressao tanto na dose fisioldgica quanto na suprafisiolégica do TRB, demonstrando
down-regulation dos receptores de hormonio tireoidiano provocada pelo excesso de
horménio circulante. Esses dados ajudam a comprovar a eficacia do tratamento

hormonal.

As doses fisiologicas e suprafisiolégicas de T3 ndo alteraram o peso final dos
animais de maneira significante, provavelmente pelo tempo de uso do horménio. Os

animais ORC, ORF e ORS néo apresentaram diferencas na eficiéncia alimentar,
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ingestao calorica, porém, a eficiéncia alimentar diminuiu na dose suprafisiolégica de T3.
Estudos em nosso laboratorio mostraram que o T3 aumenta o0s niveis de leptina,
horménio responsavel pela saciedade, e a restricdo diminui os niveis desse hormonio,
com isso a eficiéncia alimentar dos animais poderia estar sendo modulada por esse
hormdnio, no entanto ndo avaliamos os niveis de leptina nos nossos animais. (Luvizotto
et al, 2010)

Os niveis glicémicos de jejum foram diminuidos no grupo ORS. Apesar de
relatado que o excesso de hormoénio tireoidiano aumenta a glicose plasmatica
(Shepherd & Kahn, 1999), a restricdo alimentar diminuiu significativamente os niveis
glicémicos (Bronwen et al, 2010) e esses animais mesmo com a dose de hormonio, ndo
conseguiram retornar aos niveis glicémicos normais. Os hormdnios tireoidianos regulam
0 metabolismo de lipideos (Haber et al, 2001) e que seu excesso aumenta a lipdlise, a
concentracdo plasmatica de lipideos intermediarios e oxidag&o lipidica. (Tentolouris et
al, 2008), os animais com restricdo alimentar apresentaram uma diminuicdo no
colesterol total de maneira dose dependente, porém nao houve alteracdo nos niveis de
TG e HDL. Estes dados estédo de acordo com outros trabalhos que mostram que dietas
ricas em gordura insaturada nao alteram o perfil lipidico. (Scrauwen & Westertero, 2000;
De Tomasi et al, 2009)

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes doses de
horménio tireoideano na restricdo alimentar moderada sobre o RNAmM e suas
respectivas proteinas relacionadas ao transito de Ca* no miocardio. Em relacdo as
expressdes génicas das proteinas relacionadas ao transito de calcio cardiaco, houve
uma menor expressao na PLB (Browen et al, 2010), SERCA, Canal L (De Tomasi et al,
2009) e RyR (Vizotto et al, 2007) nos animais submetidos a restricdo em relacdo aos
animais obesos, e um aumento na expressdo do NCX nos submetidos nos ORC em
relagdo aos OB (Mgyar et al, 1995). O TRB ndo se alterou nos animais quando
submetidos a restricdo alimentar de 25 %. O aumento do hormonio tiréideano aumenta
0s niveis de expressao génica da SERCA de maneira dose dependente (Periasamy et
al, 2008; Carr & Kranias, 2002; Reed et al, 2000) e diminui a do seu inibidor, PLB e a do
NCX (Bronwen et al, 2010) da mesma maneira que foi demonstrado em nosso estudo. A
influéncia do hormoénio tireoideano na funcao cardiaca é bem documentada, mostrando
que o0 aumento nos niveis de hormdnio tireoideano resulta na melhora da contrabilidade
cardiaca e o oposto ocorre quando ha um quadro de hipotireoidismo. Esta habilidade de
regular a funcéo cardiaca possivelmente esta relacionada com os efeitos genémicos do

hormonio tireoidiano, ja que o T3 pode agir como modulador transcricional de proteinas
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importantes para essa funcédo (Carr & Kranias, 2002).No entanto, apesar de verificar
diferencas importantes na expressao génica tanto na influéncia da dieta, como na
presenca das doses de hormonio tireoidiano, ndo observamos as mesmas alteracées na
traducdo dessas proteinas estudadas.

Estudos sugerem que a PLB regula a SERCA pela alta afinidade com o Ca®*, e
que o aumento da relacdo PLB/SERCA resulta na maior inibicdo da SERCA com isso
uma menor contrabilidade cardiaca, portanto sugerimos em nosso estudo que a
contrabilidade cardiaca possivelmente néo foi prejudicada, j& que ndo houve alteracao
da relagcdo SERCA/PLB. (Periasamy et al, 2008)

Estudo com restricdo alimentar de 50% em ratos demostrou que a restricdo
promoveu a diminuicdo dos niveis de RNAm e proteinas do Cana L em ratos.
Entretanto, esses experimentos foram conduzidos com 50% de restricdo. Ndo foram
encontrados na literatura, estudos que avaliam a expressdo génica e protéica de
SERCA, PLB e RyR em animais obesos por dieta rica em acidos graxos insaturados e
submetidos a restricAdo alimentar moderada (25%). Em relacdo aos hormonios
tireoidianos administrados na restricdo alimentar, eles foram efetivos em diminuir a
adiposidade e ndo provocaram alteracdo na expressado das proteinas do transito de
calcio.

Em relacdo aos resultados divergentes entre a alteracdo na expressdo génica
sem alteracdo na proteina nesse tratamento, podemos associar a tradugao celular. O
RNAmM é transcrito diretamente a partir do DNA (cadeia de &cido desoxirribonucléico), ja
as proteinas séo sintetizadas nos ribossomos a partir de uma sinalizacdo molecular
especifica. (Alberts et al, 2002) Contudo, o aumento dos niveis de RNAmM néao
necessariamente resulta na elevacdo da taxa protéica, pois, a eficiéncia do processo de
traducdo € regulado pelo comprimento da cauda poli A, que favorece o aumento da
concentracao local de ribossomos, colaborando para maior traducdo de proteinas.
(Seraphim et al, 2007) Portanto, as diferencas entre as quantidades de RNAm e

proteinas, no presente estudo, podem ser associadas ao comprimento da cauda poli A.

Anélogo de horménio tireoidiano tem sido proposto para ser um agente
terapéutico seguro ja que seus efeitos sdo insignificantes sobre o metabolismo e
freqUéncia cardiaca (Talukder et al, 2010). Outras drogas, CG-1 e KB-141, que estéo
sendo desenvolvidas, sdo isoformas agonistas do TRR. Estas drogas ndo estimulam o
TRa, protegendo o coracdo da acao deletéria do horménio tireoidiano (Grover et al,
2003). Nossos resultados mostram que ndo houve acdo dos horménios tireoidianos na

expressao protéica da SERCA, PLB, Canal L e NCX em animais sob restricdo alimentar
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de 25%, e podem colaborar com a indicagdo do uso de analogos de horménio

tireoidiano para auxiliar a perda de peso.

V-

Conclusao

Com esses resultados concluimos que em animais obesos submetidos a

restricdo alimentar moderada e a administracao de doses fisioldgicas e suprafisioldgicas

de horménio tireoidiano alteram a expressdo génica, porém nao alteram a expressao

das proteinas relacionadas ao transio de célcio cardiaco.

Conclusdes Gerais

Com esses resultados nossas conclusfes gerais foram que:

A obesidade e a administracdo de diferentes doses de hormoénio tireoidiano
alteram a expressao génica da SERCA, RyR, Canal L e NCX, porém, ndo altera

a expressao dessas proteinas.

A obesidade ndo altera a expressao génica e protéica da PLB, porém, as doses
fisioldgica e suprafisiolégica de hormonio tireoidiano diminuem tanto sua

expressao génica quanto sua expressao protéica.

Em animais obesos submetidos a restricdo alimentar moderada e a
administracao de doses fisiol6gicas e suprafisiologicas de horménio tireoidiano
alteram a expressao génica, porém ndo alteram a expressdo das proteinas

relacionadas ao transio de calcio cardiaco.
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Apéndices
Al - Perfis de &cidos graxos, aminoacidos, carboidratos e enriguecimento

de micronutrientes das dietas padréo e hipercalorica

Quadro A. Composicéo percentual de acidos graxos saturados e insaturados das ra¢oes

padrado e hipercaldrica

Racoes
Acido graxo Padréo Hipercalorica*
Laurico (C12:0) 0,33 0,25
Miristico (C14:0) 0,30 0,33
Palmitico (C16:0) 16,56 15,09
Palmitoleico (C16:1) 0,06 0,15
Estearico (C18:0) 3,90 4,36
Oleico (C18:1n9c) 27,96 37,94
Linoleico (C18:2n6) 47,10 40,83
Linolénico (C18:3n3) 3,72 0,87
Outros 0,07 0,18

* A dieta hipercaldrica foi composta por quatro racdes hipercal6ricas nutricionalmente idénticas,

com excecao do aditivo flavorizante adicionado (queijo, bacon, baunilha e chocolate).
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Quadro B. Composicao percentual de aminoacidos das racdes padrdo e

hipercaldrica

Racoes
Aminoécidos Padrao Hipercalorica*
Acido Aspartico 10,82 9,92
Acido Glutamico 20,15 18,98
Serina 5,24 5,06
Glicina 4,49 4,32
Histidina 2,51 2,43
Arginina 7,39 7,07
Treonina** 3,39 4,01
Alanina 4,53 4,69
Prolina 5,94 5,80
Tirosina 3,34 3,48
Valina** 5,06 5,33
Metionina** 1,89 2,43
Cistina 1,58 1,85
Isoleucina** 4,22 4,38
Leucina** 7,79 7,96
Fenilalanina** 5,02 5,01
Lisina** 5,63 6,59
Triptofano** 1,01 0,69

* A dieta hipercaldrica foi composta por quatro races hipercaldricas nutricionalmente idénticas,

com excecao do aditivo flavorizante adicionado (queijo, bacon, baunilha e chocolate).

** Aminoacidos essenciais.



Quadro C. Composicao percentual de carboidratos das rac6es padréo e hipercaldrica

Racobes

Carboidratos Padréo Hipercalo6rica*
Raffinose 1,74 0,81
Maltose 1,07 1,60
Glicose Livre 0,82 1,63
Glicose 46,59 42,35
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 455 6,08
Xilose 5,47 4,27
Rhamnose 0,22 0,26
Manose 2,79 2,59

* A dieta hipercaldrica foi composta por quatro racdes hipercaléricas nutricionalmente idénticas,

com excecao do aditivo flavorizante adicionado (queijo, bacon, baunilha e chocolate).
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Quadro D. Enriguecimento de micronutrientes, por quilograma, das racdes padréo e

hipercalérica.

Racdes
Componentes Padréo Hipercalérica*
Ferro (mg) 100 100
Manganés (mg) 75 75
Magnésio (mg) 2 -
Zinco (mg) 60 100
Cobre (mg) 10 10
lodo (mg) 2 2
Cobalto (mg) 15 15
Selénio (mQ) 0,2 0,2
Colina (mg) 500 600
Vitamina A (Ul) 12600 12750
Vitamina D (UI) 2500 2500
Vitamina E (mg) 60 60
Vitamina K (mg) 10 10
Vitamina B1 (mg) 5 10
Vitamina B2 (mg) 6 6
Vitamina B6 (mg) 8 8
Vitamina B12 (mcg) 30 30

Niacina (mg) 65 65



Acido Pantoténico (mg) 25 25
Acido Folico (mg) 3 45
Biotina (mg)

0,4 0,4

* A dieta hipercaldrica foi composta por quatro ra¢des hipercaléricas nutricionalmente idénticas,

com excecao do aditivo flavorizante adicionado (queijo, bacon, baunilha e chocolate).

A2 - Qualidade da extracao de RNA e visualizagcdo em gel de agarose 1%

Quadro D. Quantificacdo de RNA para animais controle

Animal Asso Acso 260/280 | 260/230 | [ ] RNA
co1 89,4 427 2,09 2,20 3577,2
C03 83,7 40,6 2,06 2,21 33515
C04 87,4 431 2,02 2,18 3496,8
C05 66,6 325 2,05 2,13 2664,7
C06 41,8 20,5 2,04 1,60 1674,9
co7 48,7 23,2 2,09 2,12 1951,2

Figura A. Visualizacdo em gel de agarose 1% da integridade do RNA para o grupo C
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Quadro E. Quantificacdo de RNA para animais obeso

Animal Aaso Asso 260/280 | 260/230 | [ ] RNA
OB 49 92,9 44,6 2,08 2,25 3716,5
OB 51 116,6 55,9 2,09 2,22 4665,9
OB 52 81,5 38,7 2,10 2,11 3260,4
OB 56 50,5 24,9 2,03 2,12 2022,1
OB 57 55,9 27,3 2,05 2,02 2238,7
OB 58 68,6 33,6 2,04 2,11 2747,7

Figura B. Visualizagdo em gel de agarose 1% da integridade do RNA para o grupo OB

Quadro F. Quantificacdo de RNA para animais com restricdo alimentar

Animal Aaso Asso 260/280 | 260/230 | [ ] RNA
ORC 108 72,2 355 2,03 1,91 2889,6
ORC 110 82,4 40,5 2,03 2,22 3297,2
ORC 111 26,3 12,6 2,08 1,86 1054,4
ORC 114 | 44,4 21,9 2,03 1,64 1779,4
ORC 115 84,8 41,4 2,05 2,12 33942
ORC 118 89,1 431 2,07 1,81 3565,5
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Figura C. Analise em gel de agarose 1% da integridade do RNA para o grupo ORC

Quadro G. Quantificacdo de RNA para animais obesos com 0,5ug/100g de Ts

Animal Azso Azso 260/280 260/230 [ ] RNA
OF 68 95,1 46,1 2,06 2,18 3807,7
OF 70 80,6 39,2 2,05 2,22 3226,0
OF 71 106,5 51,8 2,05 2,24 4260,9
OF 74 70,3 33,9 2,07 1,98 2812,5
OF 75 92,5 45,5 2,03 2,25 3701,3
OF 78 60,5 30,0 2,02 2,05 2423,3

Figura D. Analise em gel de agarose 1% da integridade do RNA para o grupo OF
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Quadro H. Quantificacdo de RNA para animais restritos com 0,5ug/100g de T3

Animal Aaso Asso 260/280 | 260/230 | [ ] RNA
ORF 120 | 107,2 53,1 2,02 2,18 4288,2
ORF 125 | 101,1 48,2 2,09 2,10 40445
ORF 127 57,6 28,0 2,06 1,97 2306,9
ORF 128 37,8 18,7 2,02 1,86 1515,7
ORF 130 78,2 38,1 2,05 2,23 31295
ORF 132 36,5 17,8 2,05 1,97 1460,1

Figura E. Andlise em gel de agarose 1% da integridade do RNA para o grupo ORF

Quadro I. Quantificacdo de RNA para animais obesos com 25ug/100g de T;

Animal Asso Ao 260/280 | 260/230 | [ ] RNA
0S 88 38,3 18,9 2,02 2,03 1532,1
0S 90 35,2 17,6 2,00 1,75 1408,9
0S 94 222,1 107,2 2,07 2,19 8884,4
0S 96 99,4 48,1 2,06 2,24 3979,0
0S 99 477 23,3 2,04 2,17 1909,5

0S 102 88,9 431 2,06 2,10 3557,6
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Figura F. Andlise em gel de agarose 1% da integridade do RNA para o grupo OS

Quadro J. Quantificacdo de RNA para animais restritos com 25ug/100g de Ts

Animal Azso Azso 260/280 260/230 [ ] RNA
ORS 121 57,3 28,2 2,03 1,98 2295,5
ORS 145 76,9 38,0 2,02 2,11 3078,7
ORS 147 82,4 40,1 2,05 2,18 3299,9
ORS 148 65,4 32,4 2,02 2,12 2619,8
ORS 154 96,3 46,6 2,06 2,12 3853,9
ORS 155 129,8 62,8 2,07 2,12 5193,9

Figura G. Analise em gel de agarose 1% da integridade do RNA para o grupo ORS.
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