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O cientista ndo é o homem que fornece as verdadeiras respostas;

¢ quem faz as verdadeiras perguntas.

(Claude Lévi-Strauss)
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Capitulo 1

Introducéo estendida
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A obesidade é uma doenca metabdlica cronica caracterizada pelo acimulo excessivo
de gordura em relacdo & massa magra tecidual®”. E considerada uma epidemia global, que
atinge paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, afetando todos os grupos etarios*™. E uma
enfermidade que diminui a qualidade de vida, promove impacto social, custos elevados para o
sistema de salde, atenua ou impede as atividades do cotidiano, além de ser um dos principais
fatores de risco para doencas cronicas e incapacitantes™>%.

A incidéncia e a prevaléncia da obesidade no mundo aumentaram significativamente
nas Ultimas décadas, tendo quase que dobrado o nimero de individuos obesos entre 1980 a
2014, sendo que mais de 1,9 bilhdes de pessoas, com idade superior a 18 anos, estavam acima
do peso, e destas, mais de 600 milhdes eram obesas'. Estudo recente mostrou que mais de
um terco dos adultos norte-americanos sdo portadores de obesidade®?.

Essa alteracdo no perfil nutricional, em todo o mundo, também estd ocorrendo no
Brasil, onde ha queda progressiva da desnutricdo em favor de um aumento consistente da
obesidade*'?). Pesquisa realizada entre 2008-2009 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE)“® mostrou, na populacdo acima de 20 anos, uma taxa de 49% e de 14,8%
de sobrepeso e obesidade, respectivamente. A recente pesquisa da Vigilancia de fatores de
risco e protecdo para doencas crénicas por inquérito telefénico (VIGITEL), do Ministério da
Saude, na populagdo acima de 18 anos, mostrou 52,5% de sobrepeso e 17,9% de obesidade*®.
Estudos mostram que, provavelmente, no ano de 2025, 35% da populacdo adulta brasileira
sera obesa, refletindo-se em reducdo na expectativa de vida e aumento do risco de
mortalidade, representando um grave problema de satide publica®®.

O crescimento do numero de individuos obesos é decorrente do desequilibrio
energetico, resultante do aumento do sedentarismo somado a mudanga nos habitos
alimentares, proveniente do excessivo consumo de calorias®"*® advindas de dietas ricas em

actcares e lipidios insaturados e/ou saturados’*%2%.
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A obesidade caracteriza-se pela ampliacdo do tecido adiposo consequente ao aumento
do tamanho das células, hipertrofia, e/ou do nidmero de novos adipocitos procedentes das
células progenitoras, hiperplasia®®. Esse tecido é constituido por pré-adipécitos, adipécitos,
matriz intersticial, vasos sanguineos, tecido nervoso, nédulos linfaticos, células do sistema
imunologico e fibroblastos. Existem dois tipos: o branco e o marrom, sendo este ultimo,
pouco abundante e relacionado com producéo de calor; o branco atua como isolante térmico,
preenche e posiciona os 6rgdos, modela a superficie corporal e absorve impactos®2;
entretanto, sua funcdo principal € armazenar acidos graxos, na forma de triacilglicerol, para
posterior utilizacdo como substrato energético, na forma de adenosina trifosfato (ATP), de
acordo com as demandas metabodlicas periféricas. Essa mobilizacdo, lipogénese e lipdlise,
recebe influéncia de diversas substancias como, insulina, cortisol, catecolaminas, glucagon e
horménios tireoidiano e de crescimento. E também considerado um importante 6rgdo
enddcrino, pardcrino e autocrino capaz de secretar uma variedade de substancias
biologicamente ativas, denominadas adipocinas, as quais apresentam multiplas funcoes,
atuando em diferentes tecidos e 6rgdos, incluindo sangue, masculo esquelético, vaso, cérebro,
figado, rim, pancreas e coracdo®?”. Ultimamente, foram identificadas mais de 600
adipocinas, como por exemplo, leptina, adiponectina, resistina, citocinas pré e anti-
inflamatdrias (adipocitocinas), fatores de crescimento, cortisol, esteroides e membros do
sistema renina angiotensina®®3%.

As adipocinas sdo produzidas pelos adipécitos e pelas células da matriz extracelular; a
sua quantidade e o seu tipo sdo dependentes da localizacdo e da magnitude do tecido

adiposo®

. Enquanto a gordura visceral estd associada a maior producdo de fator de
crescimento endotelial vascular, inibidor-1 do ativador do plasminogénio e citocinas pro-

inflamatérias, o tecido subcutaneo secreta maior quantidade de leptina e adiponectina®>. A
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quantidade do tecido adiposo € também um fator primordial, existindo uma associagéo direta
entre a sua extensdo e producdo das adipocinas®?.

Embora o aumento da massa adiposa possa ter efeito protetor, a elevacdo excessiva
desse tecido, pode acarretar disfuncdo desse Orgao, caracterizada pela hipertrofia dos
adipdcitos, diminuicdo da capacidade de estoque de triacilglicerol e desregulacédo da secre¢édo
de adipocinas como, diminui¢do da producdo de adiponectina e aumento da secrecdo, por
exemplo, do sistema renina angiotensina (SRA)®.

O SRA ¢ considerado um eixo enddcrino, com importante participacdo na hemostasia
do sistema cardiovascular®“Y. A cascata, do ponto de vista classico, inicia-se com a enzima
renina, produzida no aparelho justa glomerular renal, que metaboliza angiotensinogénio em
angiotensina I, que € convertida em angiotensina-1l pela enzima conversora de angiotensina
(ECA)®e38404) - A angiotensina-11 é considerada o principal componente biologicamente
ativo do SRA, possuindo importante papel na regulacdo da pressdo arterial, no volume
plasmatico, no crescimento celular e na atividade nervosa simpética?.

A maioria dos efeitos cardiovasculares da angiotensina-11 é desencadeada pela sua
ligacdo a receptores especificos, denominados AT1 e AT28434) A estimulagdo dos
receptores AT1, amplamente distribuidos no organismo (vasos, rins, figado, cérebro e
coracdo) resulta, por exemplo, em vasoconstricdo, aumento da contractilidade miocardica, da
hipertrofia das células cardiacas e hiperplasia dos fibroblastos®®*?. Entretanto, os receptores
AT2 exercem efeitos opostos aos AT1; sua ativagdo ocorre durante circunstancias
patoldgicas, como o infarto do miocérdio e a insuficiéncia cardiaca, apresentando efeitos
benéficos ao promover vasodilatacéo, anti-proliferacéo e melhoria da funcéo cardiaca®®4%4®.
O SRA néo é apenas um sistema hormonal sistémico, ha muitas evidéncias que todos

0S Seus componentes sdo sintetizados in situ no coracdo, ndo sendo originariamente captados

da circulaggo®***® Danser e Schalekamp®® mostraram que o tecido cardiaco pode sintetizar
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a angiotensina-l1 e converte-la em angiotensina-11, podendo atingir concentracdes até trés
vezes maiores do que as encontradas no plasma. Estudos indicam que, enquanto o SRA
circulante exerce um efeito predominantemente agudo e hemodindmico, o sistema tecidual
miocardico estd envolvido em efeitos de longa duragdo, como remodelacdo cardiaca™®,
caracterizada, entre outros, pela alteracdo da matriz intersticial.

A matriz extracelular tem como principal componente o colageno, tendo sido
identificado, até 0 momento, mais de 20 tipos, sendo os mais estudados, os tipos I, II, I11, IV e
V©052) 'No miocardio ha o predominio dos tipos I e 111, sendo que, dependendo da espécie,
representam cerca de 80% e 10% do colageno total de um coracdo saudavel,
respectivamente®**¥. O principal papel do coldgeno no coragdo é contribuir para a
manutenco da arquitetura e funcéo cardiaca®*®.

A quantidade de colageno depende do equilibrio entre a producéo e a degradacdo. A
sintese, que ocorre através dos fibroblastos, envolve eventos intra e extracelulares; inicia-se
com formacao de uma molécula de pré-colageno, que ao penetrar no reticulo endoplasmatico
sofre diferentes processos bioquimicos, que resultam em uma molécula helicoidal de trés
fitas, denominadas de pro-colageno, que serdo, posteriormente, secretadas para 0 meio
extracelular; neste local, o pro-colageno se converte em moléculas de colageno, as quais se
reinem para formar uma fibrila. A agregacdo dessas fibrilas, através de ligacbes covalentes
cruzadas, inter e intramolecular, origina uma fibra de colageno®*°¢°®). Além de sintetizar essa
protefna, os fibroblastos, entre outros tipos de células®, também produzem as
metaloproteinases de matriz (MMPs), grupo de endopeptidases responsaveis pela degradacao,
principalmente, dos colagenos; a ativacdo das MMPs depende da sua ligacdo com célcio ou
zinco. Até o momento, foram identificadas 25 tipos diferentes de MMPs®®, e destas, o
subconjunto de colagenases e de gelatinases estdo presentes no miocardio, sendo as MMP-1,

MMP-2 e MMP-9 as mais relacionadas as doencas cardiacas®***®®. A degradacéo dos
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componentes da matriz pelas MMPs € regulada por varios fatores como, citocinas, hormonios,
fatores de crescimento, estresse oxidativo; esse processo pode ser feito em trés niveis:
transcricdo génica, modificacdo pos-traducional e interagdo das MMPs com seus inibidores
teciduais endogenos, os TIMPs®*%¢6% Ha quatro membros da familia TIMP: 1, 2, 3 e 4, dos
quais 0 TIMP-1 e TIMP-2 sdo os mais caracterizados e estudados em diferentes 6rgaos,
inclusive no miocardio®.

Embora exista uma extensa literatura analisando o metabolismo do colageno
miocardico e angiotensina 117 e, também, o comportamento dos colagenos | e/ou 111 em
diferentes tecidos e protocolos experimentais de obesidade®”, ndo encontramos dados
relacionando colagenos | e Il miocéardico, angiotensina Il e obesidade por dieta hiperlipidica
saturada. Em razdo desta constatacdo e da associacdo deletéria entre acidos graxos saturados e

sistema cardiovascular®:%

¢ importante analisar a relacdo da obesidade por dieta
hiperlipidica saturada, colagenos | e Il cardiaco e angiotensina Il. Essa informacdo podera
contribuir para melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na remodelacdo cardiaca e

prevencdo da deterioracdo da funcdo miocardica na condicdo de obesidade.
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OBJETIVO

Esse trabalho testa a hipOtese que a obesidade por dieta hiperlipidica saturada,
aumenta os colagenos | e Il cardiaco via ativagdo do receptor AT1 do SRA oriundo do
excesso de tecido adiposo. Essa afirmagdo baseia-se no fato que a obesidade promove

elevacido do SRA circulante(®®27:3032-34.38.91)

, que ao atingir o coragéo, via receptores AT1,
induz o aumento dos coldgenos | e I1l. Para consolidar este preceito, foi realizado o blogueio

do receptor AT1 pela administracdo do farmaco Losartan.
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Resumo

A obesidade se associa a inumeros distdrbios modulados pelo sistema renina angiotensina
(SRA) e embora exista uma extensa literatura mostrando a relagdo entre a angiotensina Il e o
metabolismo do colageno miocérdico, ndo encontramos informacdes relacionando obesidade
por dieta hiperlipidica, saturada, colagenos tipos | e Il miocardico e angiotensina-1l. Em
razdo desta constatacdo e da associacdo deletéria entre acidos graxos saturados e sistema
cardiovascular, a proposta deste estudo foi testar a hipdtese que a obesidade por dieta
hiperlipidica saturada, aumenta os colagenos I e 11l cardiaco via ativacao do receptor AT1 do
SRA oriundo do excesso de tecido adiposo. Ratos Wistar machos, com 30 dias, foram
randomizados em dois grupos: controle(C; n=30) e obeso (Ob; n=30). Os ratos C receberam
dieta normolipidica (DN) e os Ob, dieta hiperlipidica (DH), ambas ricas em &cidos graxos
saturados por 30 semanas. ApOs esse periodo de intervencdo dietética, cada grupo foi
randomizado em dois subgrupos: DN e DN+Losartan(Los); DH e DH+Los; os subgrupos DN
e DH continuaram recebendo as respectivas dietas durante mais 5 semanas e 0s grupamentos
DN+Los e DH+Los, além do suporte nutricional, foram tratados com losartan, um farmaco
antagonista de receptores AT, na dosagem diaria de 30 mg/Kg de massa corporal, portanto, o
periodo total do experimento foi de 35 semanas. Foram avaliados os perfis nutricionais e
metabolicos. A avaliacdo cardiaca foi realizada post mortem por analise macroscopica e
molecular, esta ultima através dos niveis proteicos dos colagenos tipos | e Il inibidores
teciduais de MMPs (TIMPs) 1 e 2; e receptor AT1,da concentracdo da angiotensina Il, fator
de transformac&o do crescimento beta (TGF-B) e da atividade da metaloproteinase (MMP)-2 e
da enzima conversora de angiotensina Il (ECA). Também foi analisado a angiotensina Il e a
atividade da ECA circulante e do tecido adiposo visceral. Os resultados foram analisados por
meio de ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). A obesidade acarretou aumento no peso corporal
final, gordura corporal total e indice de adiposidade. Foram visualizadas algumas
comorbidades, como hipertensdo arterial sistdlica,menor tolerancia a glicose, resisténcia
insulinica, hiperinsulinemia e hiperleptinemia,as quais foram minimizadas por meio do
blogueio do losartan. Em relacdo a avaliacdo cardiaca, a obesidade aumentou os niveis
proteicos do receptor AT1, porém, ndo alterou a angiotensina Il e a atividade da ECA. A
administracdo de losartan nos grupos C e Ob ocasionou diminui¢cdo no receptor ATlem
relagcdo aos grupos ndo tratados, entretanto, ocorreu 0 oposto na angiotensina Il e na ECA em
ambos 0s grupos; os animais Ob+Los apresentaram maiores niveis proteicos de receptor AT1

em relagdo aos C+Los. A obesidade ndo acarretou efeitos pressoricos significativos na 302
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semana; porém, na 35% semana, 0 grupo Ob apresentou aumento da pressdo arterial e da
expressdo proteica dos colagenos tipo | e Ill, os quais foram amortizados pelo losartan. O
TGF-B, os TIMPs 1 e 2 foram maiores no grupo Ob, porém, a atividade da MMP-2 foi menor
nesses animais. O farmaco acarretou aumento dos TIMPs e diminuicdo na MMP-2 nos
animais Ob em relacdo aos C. A obesidade acarretou aumento da concentracdo da Ang-1l e da
atividade da ECA plasmatica e do tecido adiposo visceral; a administragdo de losartan no
grupo Ob ocasionou reducdo nessas variaveis plasmatica em relacdo ao grupo Ob néo tratado.
Com o losartan, a angiotensina Il visceral mostrou-se reduzida em ambos 0s grupos, porém, a
atividade da ECA foi reduzida apenas nos animais obesos. Em concluséo, a obesidade por
dieta hiperlipidica saturada aumenta os colagenos | e Il cardiaco, via receptor AT,
consequente a elevacdo da angiotensina Il circulante, proveniente do excesso de secrecdo pelo

tecido adiposo visceral.

Palavras-chave: obesidade, dieta hiperlipidica saturada, colageno I e Ill cardiaco, sistema

renina angiotensina, ratos
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Abstract

Obesity is associated with numerous disorders modulated by renin angiotensin system (RAS)
and although there is an extensive literature showing the relationship between angiotensin Il
and the metabolism of myocardial collagen, could not find information relating obesity by
saturated high-fat diet, myocardial collagen | and Il and angiotensin-11. Because of this
finding and the deleterious association between saturated fatty acids and cardiovascular
system, the purpose of this study was to test the hypothesis that obesity by saturated high-fat
diet increase myocardial type | and Il collagen by activation of AT, receptor of the renin-
angiotensin system. Thirty-day-old male Wistar rats were randomized into to two groups:
control (C; n=30),fed a standard diet and obese (Ob;n=30),fed a high-fat diet rich saturated
fatty acids by 30 weeks. After 30 weeks of dietary intervention, each group were randomized
into two subgroups: C and C+Losartan(Los); Ob and Ob+Los; the subgroups C and Ob
continued to receive their respective diets for over a five week and the C+Los and Ob+Los
groups addition of nutritional support, were treated with losartan, an antagonist drug of AT1
receptors in daily dosage of 30mg/kg body weight. After this period of 35 weeks, it was
analyzed nutritional and metabolic profiles. It was analyzed systolic blood pressure (SBP) and
structural and molecular studies; the hypertrophy was assessed post-death by macroscopic
analysis and the molecular, through protein levels of type I and Ill collagen, inhibitors of
MMPs tissue (TIMPs) 1 and 2; and AT1 receptor, the concentration of angiotensin Il, beta
transforming growth factor (TGF-B) and activity of metalloproteinase (MMP) -2 and
angiotensin 1l converting enzyme (ACE). Angiotensin- Il and activity of ACE in the
circulation and visceral adipose tissue was also analyzed. Statistical analysis: ANOVA and
Tukey's test (p<0,05). The final body weight, total body fat and adiposity index were elevated
in both obese groups. In contrast, obesity was associated with disorders of glucose
metabolism, insulin and leptin, which were minimized by blocking of AT, receptor. Taking
into account cardiovascular profile, SBP was elevated in Ob group compared to C and
reduced in both groups treated with losartan. Obesity increased the protein levels of the AT1
receptor, however, did not alter the angiotensin Il and ACE activity. Losartan administration
in C and Ob groups caused decrease in AT1 receptor, however, occurred the opposite in
angiotensin Il and ACE in both groups; Ob+Los animals showed higher AT1 receptor protein
levels compared to C+Los. In relation to myocardial type | and Il collagen, Ob group

exhibited higher expression of these proteins compared to C, and both groups treated with
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losartan showed lower levels of these collagen in relation to non-medicated counterparts.
TGF-B, TIMPs 1 and 2 were higher in Ob group, however, MMP-2 activity was lower in
these animals. The drug promoted an increase of TIMP and decrease of MMP-2 in Ob
animals. Obesity caused an increase of the Ang-l1l concentration and ACE activity in
circulation and visceral adipose tissue; losartan in Ob group promoted reduction in these
plasma variables in relation to Ob untreated group. With losartan, visceral angiotensin Il was
reduced in both groups, however, ACE activity was lower only in the obese animals. In
conclusion, the obesity by saturated high-fat diet increase myocardial type | and Il collagen
by AT, receptor, consequent to rise circulating angiotensin Il from excess secretion by

visceral adipose tissue.

Keywords: obesity, saturated high-fat diet, myocardial type | and IIl collagen, renin

angiotensin system, rats
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INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca cronica metabolica caracterizada pelo acimulo excessivo
de gordura em relacdo & massa magra tecidual®™. E uma epidemia global, sua incidéncia e
prevaléncia tem aumentado progressivamente nas Ultimas décadas™™®. E um dos principais
fatores de risco para doencgas cronicas e incapacitantes, as quais estdo relacionadas com
reducdo da expectativa de vida e aumento do risco de mortalidade, representando um grave
problema de satide ptblica™*¢).

O tecido adiposo é considerado um importante 6rgdo enddcrino, paracrino e autécrino
que secreta diversas substancias, com mdultiplas fungdes, conhecidas como adipocinas, por
exemplo, leptina, adiponectina, citocinas pré e anti-inflamatdrias e componentes do sistema
renina angiotensina (SRA)™%?). Esse sistema, que Sse encontra exacerbado na
obesidade!0:111416-1821.22) "¢ considerado um eixo enddcrino, com importante participacdo na
hemostasia do sistema cardiovascular®?*?". A angiotensina 11, principal componente do
SRA, atua através de ligacdes a receptores especificos, denominados AT1 e AT2, possuindo
importante papel na regulacdo da pressdo arterial e proliferacdo dos midcitos e dos
fibroblastos cardiacos®t?® 262829 A literatura mostra que os componentes do SRA s&o
sintetizados em diversos 6rgaos®?*3¥ inclusive no coracdo, o qual pode produzir
concentracdes de angiotensina 11 até trés vezes maiores do que as encontradas no plasma®?.
Enquanto o SRA circulante exerce um efeito predominantemente agudo e hemodinédmico, o
sistema tecidual miocérdico estd envolvido em efeitos de longa duracdo, como a remodelacéo
cardiaca®®, caracterizada, entre outros, pela alteracdo da matriz intersticial.

O colageno € um dos principais componentes da matriz extracelular, tendo sido
identificado mais de 20 tipos®>=", sendo que no miocérdio ha o predominio dos tipos I e III,
representando cerca de 80% e 10% do colageno total, respectivamente®®*. Essa proteina,

que contribui para a manutengdo da arquitetura e funcdo cardiaca®®“? ¢ sintetizada pelos
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fibroblastos, os quais também produzem as metaloproteinases de matriz (MMPs)®?,
responsaveis pela degradacéo do colageno, que sdo reguladas, entre outros, pelos inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs)®84142),

Embora exista uma extensa literatura analisando o metabolismo do colageno
miocardico e angiotensina 11*°", e também, o comportamento dos colagenos | e/ou 111 em

e®>) 3o encontramos dados

diferentes tecidos e protocolos experimentais de obesidad
relacionando colagenos | e 1l miocéardico, angiotensina Il e obesidade por dieta hiperlipidica
saturada. Em razdo desta constatacdo e da associacdo deletéria entre acidos graxos saturados e
sistema cardiovascular®®", o objetivo deste estudo foi testar a hipotese que a obesidade por
dieta hiperlipidica saturada, aumenta os coladgenos | e Ill cardiaco via ativacdo do receptor
AT1 do SRA oriundo do excesso de tecido adiposo. Essa afirmacdo baseia-se no fato que a

obesidade promove elevacdo do SRA circulante(!0:11:14:16-1821.22.68)

, que ao atingir o coracéo,
via receptores AT1, induz o aumento dos colagenos | e Ill. Para consolidar este preceito, foi

realizado o blogueio do receptor AT1 pela administracdo do farmaco Losartan.
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MATERIAL E METODOS

Animais e protocolo experimental

Foram utilizados ratos Wistar, com 60 dias de idade, provenientes da Anilab Animais
de Laboratério Criacdo e Comércio Ltda — Paulinia, Sdo Paulo, Brasil. Os animais foram
alojados em gaiolas individuais, com controle de temperatura (24 £ 2°C), umidade (55 + 5%)
e luminosidade (ciclos claro/escuro de 12 horas). Apds 7 dias de aclimatagdo, os ratos foram
randomizados em dois grupos: controle (C; n=30) e obeso (Ob; n=30). Os grupos C e Ob
receberam dietas normolipidica (DN) e hiperlipidica (DH), respectivamente, ambas ricas em
acidos graxos saturados. Apo6s as 30 semanas de intervencdo dietética, cada grupo foi
randomizado em dois subgrupos: C e C +Losartan(Los); Ob e Ob+Los; os subgrupos C e Ob
continuaram recebendo as respectivas dietas durante mais um ciclo de cinco semanas e 0sS
grupamentos C+Los e Ob+Los, além do suporte nutricional, foram tratados com losartan,
farmaco antagonista de receptores AT, na dosagem diaria de 30 mg/Kg de massa corporal ©®.
O medicamento foi administrado junto a agua ingerida, na proporcao de 0,5 a 0,759 por litro
de &gua, respectivamente. Estas diferentes diluicdes foram pautadas em estudo anterior, em
nosso laboratério®®. Além de bloquear o acoplamento sarcolemal da Ang-II, na dosagem
prescrita, a administracdo de losartan inibe a acdo enddgena da ECA, reduzindo a formacéo
local de Ang-11®%.0 periodo experimental total de obesidade foi de 35 semanas. Os ratos
tiveram livre acesso as dietas e a agua. Os experimentos e procedimentos foram realizados
conforme o Guide for the Careand Use of Laboratory Animals publicado pelo National
Research Council™ e aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacio Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP, Botucatu, SP, Brasil), protocolo CEUA

991/2012.
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Dietas

As rac0es, idealizadas na Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, foram adaptadas a partir de modelo dietético utilizado
anteriormente pelo grupo™ e manipuladas com a parceria da empresa Biotron Zootecnica®
(Rio Claro, Séo Paulo, Brasil). Foram utilizados os seguintes ingredientes: farelo e casca de
soja, milho, dextrina, éleos de soja e palmiste e premix vitaminico e mineral. A composi¢ado

dos nutrientes e a distribuicdo dos macronutrientes estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao de nutrientes (%) e distribuicdo percentual dos macronutrientes

em relagéo ao valor calorico total g% calorias! das dietas.

Dietas
Normolipidica Hiperlipidica

Proteina 24 (31,0) 18 (18,7)
Carboidrato 40 (51,6) 40 (41,6)
Gordura 6 (17,4) 17 (39,7)
Fibras 12 9
Outros* 18 16
Calorias (kcal/g) 3,10 3,85
Acidos graxos saturados 61,5 64,8
Acidos graxos insaturados 38,5 35,2

* Qutros: umidade, vitaminas € minerais.

Perfil nutricional

O perfil nutricional foi determinado pela ingestdo alimentar e caldrica, eficiéncia
alimentar, peso e gordura corporal e indice de adiposidade. A ingestdo alimentar foi calculada
semanalmente a partir da sobra de racdo de cada animal. O consumo calérico foi determinado
pela seguinte formula: ingestdo alimentar semanal multiplicada pelo valor energético de cada
dieta (g x kcal). Com a finalidade de analisar a capacidade do animal converter a energia
alimentar consumida em peso corporal, foi calculada a eficiéncia alimentar (EA), dividindo-se
0 ganho total de peso corporal dos animais (g) pela energia total ingerida (Kcal). O peso

corporal dos animais foi aferido semanalmente. A quantidade de gordura corporal total foi
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determinada pela somatoria dos depdsitos epididimal, retroperitoneal e visceral; o indice de
adiposidade foi calculado pela soma dos depositos de gordura (epididimal, retroperitoneal e

visceral) normalizada pelo peso corporal final multiplicado por 100127,

Comorbidades

Como a obesidade induzida por dieta, em modelo animal, pode acarretar algumas
comorbidades associadas a obesidade humana, como, hipertensdo arterial sistémica, menor
tolerancia a glicose, resisténcia insulinica, hiperglicemia, dislipidemias, hiperinsulinemia e
hiperleptinemia™ ™", as seguintes varidveis foram analisadas ao final do perfodo

experimental:

Pressdo arterial sistolica (PAS)

A PAS foi aferida por pletismografia de cauda, utilizando-se eletro-
esfigmomandmetro Narco Bio-System®, modelo 709-0610 (International Biomedical, Austin,
TX, USA). Os ratos foram previamente aquecidos, a temperatura de 40°C por cinco minutos,
para produzir vasodilatacdo da artéria caudal. O manguito foi insuflado até atingir pressao de
200 mmHg e, posteriormente, desinsuflado; as pulsacbes arteriais foram registradas em
sistema de aquisicdo de dados computadorizado (Acq Knowledge® MP100, Biopac Systems,
Ins, Santa Barbara, CA, USA). As mensuracdes pressoricas foram tomadas em dois

momentos: apos a 30? e 352 semanas de obesidade.

Teste de tolerancia a glicose (TTG) e indice do modelo homeostéatico para avaliar
resisténcia insulinica (HOMA-IR)
Apdbs um periodo de jejum de seis horas, as coletas de sangue, para dosagem de

glicemia, foram realizadas na artéria caudal na condicdo basal e apds 15, 30, 60, 90 e 120
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minutos da administracdo intraperitoneal de glicose 30% (Sigma-Aldrich,®St Louis, MO,
USA), equivalente a 2,0 g/kg de peso corporal. A mensuracdo dos niveis glicémicos foi
realizada com glicosimetro portatil Accu-Chek Go Kit (Roche DiagnosticBrazil Ltda., Séo
Paulo, Brasil). O TTG foi avaliado pelo perfil da curva glicémica e area sob a curva (AUC)
para glicose. O indice HOMA-IR foi calculado de acordo com a formula: HOMA-IR =

[glicemia de jejum (mmol/I) x insulinemia de jejum (uU/ml)] / 22,5787,

Perfil lipidico e hormonal sérico

Os animais foram colocados em jejum por 12 horas, anestesiados (cloridrato de
ketamina, 50mg/kg/ip; cloridrato de xilazina, 10mg/kg/ip) e eutanasiados por decapitacéo. As
concentracdes séricas de triacilglicerol, colesterol total, lipoproteinas de alta e baixa
densidade foram determinadas utilizando-se kits especificos (BIOCLIN®, Belo Horizonte,
MG, Brasil) e analisadas pelo método enzimético colorimétrico automatizado
(ChemistryAnalyzer BS-200, Mindray Medical InternationalLimited, Shenzhen, China) e os
niveis de acidos graxos livres ndo esterificados foram avaliados por kit colorimétrico (WAKO
PureChemical Industries Ltd, Osaka, Japdo). Os niveis hormonais de insulina e leptina foram
determinados pelo método de ELISA utilizando-se kits especificos (EMD Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA) e a leitura foi realizada com auxilio de leitor de micro-

placa (Spectra MAX 190, Molecular Devics, Sunnyvale, CA, USA).

Anédlise morfoldgica e molecular cardiaca

O perfil morfoldgico foi analisado pos morten por macroscopia, através do peso dos
atrios, ventriculos esquerdo e direito, e suas respectivas relagdes com o comprimento da tibia.
O estudo molecular, realizado no ventriculo esquerdo, por meio da analise da angiotensina Il,

receptor AT1, enzima conversora da angiotensina (ECA), colagenos | e Ill, fator de
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transformacdo de crescimento beta (TGF-B), metaloproteinase (MMP)-2, inibidor da
metaloproteinase (TIMPs)- 1 e 2. A angiotensina Il foi determinada pelo método de ELISA
utilizando-se kit especifico (CSB-E04494r — CUSABIO, Wuhan, China). Cada amostra foi
analisada em triplicata e a leitura foi realizada com auxilio de leitor de micro-placa (Spectra
MAX 190, Molecular Devics, Sunnyvale, CA, USA). O nivel proteico do receptor AT-1 foi
analisado pela técnica de Western Blotting, descrita em trabalhos anteriores“®®?. Anticorpo
primario: (1:100; Abcam, Cambridge, MA, USA) e B-actina, proteina de normalizacdo,
(1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). A determinacao da atividade da
ECA foi realizada de acordo com Alves et al.®V, no Laboratério de Biogquimica da Escola de
Educacao Fisica e Esporte - Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo/SP. A atividade enzimatica
foi normalizada pelo conteido de proteina de cada amostra, determinada pelo método de
Bradford e expressa em uF/ min/ mg de proteina (ImU = nmol de Abz-FRK (Dnp) P-OH
hidrolisados por minuto). A expressdo proteica dos colagenos tipos | e Il e dos inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs)1 e 2 dos animais foi avaliada pela técnica de Western
Blotting. Anticorpos primarios: colagenos | e 111 (1:100; Novus Biologicals, Littleton, CO,
USA), TIMPs-1 e 2 (1:100; Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) e B-actina, proteina de
normalizacdo, (1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). A concentracdo do
fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) foi analisada pelo método de ELISA
utilizando-se kit especifico (MB100B - R&D systems, Minneapolis, MN). Cada amostra foi
analisada em triplicata e a leitura foi realizada com auxilio de leitor de micro-placa (Spectra
MAX 190, Molecular Devics, Sunnyvale, CA, USA). A atividade da metaloproteinase

(MMP)-2 foi determinada por Zimografia previamente relatada por Tyagi et al.®?.
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Analise molecular plasmatica e no tecido adiposo visceral

A angiotensina Il foi determinada pelo método de ELISA utilizando-se kit especifico
(CSB-E04494r — CUSABIO, Wuhan, China). Cada amostra foi analisada em triplicata e a
leitura foi realizada com auxilio de leitor de micro-placa (Spectra MAX 190, Molecular
Devics, Sunnyvale, CA, USA). Para a determina¢do da angiotensina plasmatica, o sangue foi
rapidamente coletado em eppendorf contendo uma mistura de inibidores de protease (EDTA,
pepstatina A e acido 4-cloromercuribenzoico) para prevenir a producdo in vitro e a
degradacdo dos peptideos de angiotensina. A quantidade de proteinas totais no tecido adiposo
visceral foi determinada pelo método de Bradford, usando albumina bovina como padrdo
(Bio-Rad Protein Assay). A determinacdo da atividade da ECA foi realizada de acordo com
Alves et al.®Y, no Laboratério de Bioquimica da Escola de Educacdo Fisica e Esporte -
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo/SP, como descrito anteriormente. Para o ensaio, foram
utilizados 20 pL da amostra de tecido e 3 pL da amostra de soro. O resultado foi expresso em
uF/ min/ mg de proteina (ImU = nmol de Abz-FRK (Dnp) P-OH hidrolisados por minuto)

para o tecido e uF/ min/ mL para 0 soro.

Anélise estatistica

A pressdo arterial sistolica e o teste de tolerancia a glicose foram analisados por meio
da técnica de andlise de variancia (ANOVA) para o esquema de dois fatores independentes no
modelo de medidas repetidas, complementada com o teste de comparagGes multiplas de

Bonferroni®®

. As demais varidveis deste estudo foram analisadas por meio da técnica
ANOVA para o esquema de dois fatores, complementada com o teste de comparacgdes
multiplas de Tukey®’. Os dados foram expressos em média + desvio padréo e o nivel de

significancia considerado para todas as variaveis foi de 5%.
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RESULTADOS

Perfil nutricional e comorbidades

A Tabela 1 mostra que o peso corporal final, os depdsitos de gordura epididimal,
retroperitoneal e visceral, a gordura corporal total e o indice de adiposidade foram maiores
nos Ob e Ob+Los em relagdo aos C e C+Los, respectivamente. Durante o periodo
experimental, os animais Ob e Ob+Los ingeriram menor quantidade de racdo, entretanto, a
ingestdo calorica e a eficiéncia alimentar foram maiores nestes animais em relagdo aos C e

C+Los, respectivamente.



Tabela 1. Perfil nutricional
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Variaveis Grupo Medicacéo
Ausente Presente
PCF (g) C 476 + 56 466 + 56
OB 577 £ 88* 589 + 64*
Epididimal (g) C 86+19 8924
OB 16,3 £4,7* 16,4 + 3,5%
Retroperitoneal (g) C 17£29 86+28
OB 22,1 +8,1* 233+5,1*
Visceral (g) C 63+17 6,2+24
OB 12,7+ 4,7* 12,7 + 3,9*
GCT (g) C 227+55 105456
OB 51,2 +16,3* 52,4 +11,8*
indice de adiposidade (%)—C 50£08 43+08
OB 9,3+£1,8* 9,1+1,.2%
Ingest&o alimentar * C 242+2,6 234+26
OB 20,6 £2,0* 20,8 + 1,9*
Ingestéio calérica * C 69,2+8,1 68,2 £75
OB 75,2+ 7,5% 75,6 +7,1*
Eficiéncia alimentar C 12+03 1202
OB 16+0,4* 1,7 +0,4*

PCF: peso corporal final; GCT: gordura corporal total. * semanal. C: grupo controle(n=12); C+Los: grupo
controle, tratado com losartan (n=12); OB: grupo obeso (n=15); OB+Los: grupo obeso, tratado com losartan
(n=12); Valores em média + desvio padrdo. ANOVA, complementada com teste de Tukey. * p<0,05 vs. C.

Pressao arterial sistdlica

A Tabela 2 mostra que a obesidade ndo acarretou efeitos presséricos significativos na
30?2 semana; porém, na 352 semana, 0s grupos Ob e Ob+Los apresentaram aumento da pressdo
arterial em relagédo aos respectivos C. Ambos os grupos tratados com losartan exibiram

menores indices de pressdo em relacdo as contrapartes ndo-medicadas.



Tabela 2. Pressao arterial sistolica (mmHQ)
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Momentos
Grupo
30 semanas 35 semanas
C 127 +7 121+9%
C-Los 126+7° 101 + 10 A%
OB 126 + 10 131+9%
OB-Los 127+7° 108 + 15 °BB

C: grupo controle; C+Los: grupo controle, tratado com losartan; OB: grupo obeso; OB+Los: grupo obeso,
tratado com losartan. Valores em média + desvio padrdo. *®: comparacdes entre condicdes biométricas distintas;
ab: comparacdes entre condicdes biométricas similares; “*: comparaces entre momentos, fixado grupo;
ANOVA, modelo de medidas repetidas, complementada com teste de Bonferroni; p<0,05.

Perfil lipidico, hormonal, glicémico e HOMA-IR

A Tabela 3 mostra que as concentragfes séricas de triglicérides, colesterol total,

lipoproteina de baixa densidade e &cidos graxos nédo esterificados foram maiores nos Ob e

Ob+Los em relacéo aos C e C+Los, respectivamente.



Tabela 3. Perfil lipidico sérico
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Variaveis Grupo Medicac&o
Ausente Presente
Triglicérides (mg/dL) —C S575%74 59,0+ 114
OB 80,1+ 11,8* 81,9+ 14,1*
Colesterol total (mg/dL) —< 67,346,0 650+4,0
OB 78,9 + 54% 75,8 + 8,0%
HDL (mg/dL) C 264+1,9 262423
OB 279+2,1 26,6 +1,3
LDL (mg/dL C 264+48 257+4,1
OB 31,1+54* 32,7 £6,2%
Proteina (g/dL) C 55%03 54+02
OB 55+0,3 55+0,3
Albumina (g/dL) c 32+01 32+0,1
OB 32+02 32401
NEFA (mmol/L) C 0,43 +0,06 0,43 +0,09
OB 0,58 £ 0,09* 0,56 + 0,08*

HDL.: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade. NEFA: &cidos graxos ndo
esterificados. C: grupo controle, (n=12); C+Los: grupo controle, tratado com losartan (n=12); OB: grupo obeso
(n=15); OB+Los: grupo obeso, tratado com losartan (n=12); Valores em média + desvio padrdo. ANOVA,
complementada com teste de Tukey. * p<0,05 vs. C.

A obesidade acarretou intolerancia a glicose e resisténcia insulinica (Figuras 1A, 1B,
1C). Os niveis glicémicos foram semelhantes no momento basal entre os grupos; apés
administracao intraperitoneal de glicose, os grupos Ob e Ob+Los mostraram glicemia elevada
nos momentos 15, 30 e 60 minutos quando comparados aos animais C e C+Los,
respectivamente (Figura 1A). Os niveis da area sob a curva do TTG (Figura 1B), do HOMA-
IR (Figura 1C) e da insulina (Figura 1D) foram maiores nos Ob e Ob+Los em relagdo aos C e
C+Los, respectivamente. Os grupos tratados com losartan exibiram areas glicémicas, niveis
do HOMA-IR e concentragfes da insulina menores em relacdo as contrapartes nao-
medicadas. A leptina (Figura 1E) foi maior nos Ob e Ob+Los em relagdo aos seus respectivos

C e o losartan acarretou diminuigao apenas no grupo Ob.
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Figura 1- Perfil hormonal, glicemico e HOMA_IR. (A)Teste de tolerancia & glicose. (B)Area sob a curva do
teste de tolerancia a glicose. (C)indice HOMA-IR.(D)Nivel sérico de insulina. (E)Nivel sérico de leptina. (A e B:
C,n=12; C+Los,n=12; Ob,n=15; Ob+Los,n=12) e (C, D, E: C,n=10; C+Los,n=10; Ob,n=10; Ob+Los,n=10). C:
grupo controle; C+Los: grupo controle, tratado com losartan; Ob: grupo obeso; Ob+Los: grupo obeso, tratado
com losartan. Dados expressos em média + desvio-padrdo. (B, C, D, E) Andlise de varidncia (ANOVA),
complementada com teste de Tukey. (A) ANOVA para o modelo de medidas repetidas em grupos independentes,
complementada com o teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. C; #p<0,05 vs. Ob; &p<0,05 vs. C+Los.
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Anélise morfoldgica e molecular cardiaca

A Tabela 4 mostra que atrios (AT), AT/Tibia, ventriculo direito (VD), VD/Tibia e
ventriculo esquerdo (VE) revelaram-se aumentadas nos animais OB+Los comparados ao
grupo C+Los. Em ambos os grupos, a administracdo de losartan ocasionou redugdes nas

variaveis VE e VE/Tibia.

Tabela 4. Perfil morfol6gico cardiaco

Variavel Grupo Medicagdo
Ausente Presente (Los)
AT(q) C 0,09 £ 0,01 0,08 £0,01
OB 0,09 £ 0,01 0,10 £ 0,01*
AT/Tibia (g/m) C 1,96 + 0,28 1,81+0,23
OB 2,07+£0,24 2,19+0,21*
VD (g) C 0,20 £ 0,02 0,20 £ 0,03
OB 0,22+ 0,04 0,24 £+ 0,05*
VD/Tibia (g/m) C 4,52 + 0,38 4,69 +0,76
OB 5,01+0,80 5,33+ 1,09*
VE (q) C 0,79 £ 0,07 0,69 £+ 0,07#
OB 0,84 £ 0,09 ** 0,76 £ 0,05*#
VE/Tibia (g/m) C 18,05+ 1,60 15,91 + 1,52#
OB 18,75+ 1,68 16,95 + 1,00#

AT: atrios; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo; C: grupo controle, (n=12);C-Los: grupo
controle, tratado com losartan, (n=12); OB: grupo obeso, (h=15);0B-Los: grupo obeso, tratado com losartan
(n=12). Valores em média * desvio padrdo. ANOVA,complementada com teste de Tukey. * p<0,05 vs. C;
** n=0,053 vs. C; # p<0,05 vs. ndo-tratado.

A Figura 2 ilustra que a obesidade aumentou os niveis proteicos do receptor AT1
cardiaco em relacdo ao grupo C, porém, ndo alterou a concentracdo da angiotensina Il e a
atividade da ECA cardiaca. A administracdo de losartan nos grupos C e Ob ocasionou

diminuicdo no receptor AT1 em relacdo aos grupos ndo tratados. Entretanto, ocorreu 0 oposto
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na angiotensina Il e na ECA em ambos os grupos C e Ob; os animais Ob+Los apresentaram

maiores niveis proteicos de receptor AT 1 em relacdo aos C+Los.
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Figura 2- Sistema renina angiotensina cardiaco.(A) Concentracdo de angiotensina Il (Ang-1l) cardiaca. (B)
Atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA)cardiaca. (C) Expressdo proteica do receptor AT 1
cardiaco. C: grupo controle; C+Los: grupo controle, tratado com losartan; Ob: grupo obeso; Ob+Los: grupo
obeso, tratado com losartan. (A e B: C,C+Los, Ob, Ob+Los;(n=9)) e (C: C,C+Los, Ob, Ob+Los;(n=6)). Dados
expressos em média = desvio-padrdo. Analise de variancia (ANOVA), complementada com teste de Tukey. *
p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. Ob; & p<0,05 vs. C+Los.

A Figura 3 ilustra os niveis proteicos dos colagenos | e Ill no ventriculo esquerdo.
Ambas as imagens mostram que os dois colagenos foram maiores no grupo Ob em relacéo ao
C. Os grupos C e Ob tratados com losartan exibiram menores niveis de colageno tipo | e Il em

relacdo as contrapartes ndo-medicadas.
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Figura 3- Expressao proteica dos colagenos I e 111 cardiaco. C: grupo controle, (n=06); C+Los: grupo
controle, tratado com losartan, (n=06); Ob: grupo obeso, (n=06); Ob+Los: grupo obeso, tratado com
losartan, (n=06). Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA, complementada com teste de
Tukey. * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. Ob.

A Figura 4 mostra o comportamento do fator de transformacgédo do crescimento beta
(TGF-B), da metaloproteinase (MMP)-2 e dos inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) 1 e 2
cardiaco. O TGF-p foi maior no grupo Ob em relacdo ao C. A atividade da MMP-2 foi menor
nos animais Ob e Ob+Los em relagdo aos C e C+Los respectivamente, porém, 0s niveis
protéicos dos TIMPsl e 2 foram maiores nos grupos Ob e Ob+Los comparados aos

respectivos controles.
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Figura 4- TGF-g, MMP-2, TIMPs 1 e 2 cardiaco.(A) Concentra¢do do fator de transformac&o do crescimento
beta (TGF-B). (B) Relagdo entre a metaloproteinase (MMP)-2 ativas (ativa e ativa intermediaria) e inativa.(C)
Expressdo proteica doinibidor tecidual de MMP (TIMP)-1e (D) -2. C: grupo controle; C+Los: grupo controle,
tratado com Losartan; Ob: grupo obeso; Ob+Los: grupo obeso, tratado com Losartan. (A: C,C+Los, Ob,
Ob+Los; n=9).(B,C,D: C,C+Los, Ob, Ob+Los; n=6). Dados expressos em média + desvio-padrdo. Anélise de
variancia (ANOVA), complementada com teste de Tukey.* p<0,05 vs. C; & p<0,05 vs. C+Los.

Anélise molecular plasmética e no tecido adiposo visceral

A Figura 5 ilustra que a obesidade acarretou aumento na concentragcdo da angiotensina
Il e na atividade da ECA plasmética (A e B) e no tecido visceral (C e D). A administracdo de
losartan no grupo Ob ocasionou redugdo na angiotensina Il e na ECA plasmaética em relagdo ao
grupo Ob nédo tratado (A e B). Em relacdo ao tecido adiposo visceral, o farmaco acarretou
reducdo na angiotensina Il nos animais C e Ob, e a atividade da ECA no Ob+Los também se
mostrou reduzida em relacdo ao grupo Ob; ambas variaveis foram maiores nos Ob+Los em

relacdo aos C+Los (C e D).
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Figura 5- Sistema renina angiotensina plasmatico e visceral. (A)Concentracdo de angiotensina Il (Ang-Il)
plasmética. (B)Atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) plasmatica. (C)Concentragdo de Ang-II
visceral. (D)Atividade da ECA visceral. C: grupo controle (n=9); C+Los: grupo controle, tratado com losartan
(n=9); Ob: grupo obeso (n=9); Ob+Los: grupo obeso, tratado com losartan (n=9). Dados expressos em média +
desvio-padrdo. Andlise de variancia (ANOVA), complementada com teste de Tukey. *p<0,05 vs. C; # p <0,05 vs.
Ob; & p<0,05 vs. C+Los.



48

DISCUSSAO

A obesidade tem sido amplamente estudada em modelos experimentais, com o intuito
de identificar os mecanismos responsaveis pelas alterac@es estrutural, molecular, metabolica e
funcional cardiaca”®2*®%%) partindo da hipétese inicial de que a obesidade se associa a

inimeros distdrbios modulados pelo sistema renina angiotensina (SRA)\0111416-18.21.22)

a
proposta do presente trabalho foi investigar se a obesidade, por dieta hiperlipidica saturada,
aumenta os colagenos | e 11 cardiaco via ativacdo do receptor AT1 do sistema SRA.

Dietas hipercal6ricas, ricas em lipideos e carboidratos, tém sido frequentemente

utilizadas para a indugdo de obesidade em roedores®’®

por compartilharem padrdes
similares aos humanos obesos® . Desde que os 4cidos graxos saturados aumentam o risco
de doenca arterial coronariana®®, induz a apoptose®®, hipertrofia cardiaca®®” e
alteragdo na 4rea e no volume nuclear do miécito®, nesse estudo, o aumento da
disponibilidade energética foi originada pelo alto teor desse tipo de lipideo. No sentido de
verificar se as alteragdes encontradas neste trabalho, seriam provenientes somente do excesso
de gordura, a quantidade de hidrato de carbono foi semelhante em ambas dietas. Em

concordancia com outros autores!’®8%%)

, a dieta utilizada foi eficiente para induzir a
obesidade, denunciada pelo aumento do peso corporal (17%) e do indice de adiposidade
(86%).

O consumo de dietas altamente palataveis, ricas em gorduras e agucares, promove 0
aumento de peso corporal por ingestdo compulsiva®®: contrapondo-se a essa evidéncia os
ratos dos grupos obeso, apresentaram uma ingestdo alimentar menor em relagdo ao controle,
corroborando com outros autores®®*®; entretanto, o consumo calérico e a eficiéncia alimentar
foram maiores. Condi¢Ges com alta ingestdo calorica e/ou reduzida demanda energética

propiciam o aumento de estoques adipositarios®®; este fato é resultante da relacdo entre taxa

metabélica de repouso, efeito térmico do alimento e demanda imposta pela atividade fisica™®.
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Os lipideos constituem o0s macronutrientes de maior densidade energética, com
aproximadamente 9 kcal/g, e menor efeito térmico™®, o que resulta em maior conversido em
reservas adiposas®?. A administracdo de losartan ndo alterou o perfil nutricional neste

estudo; este dado esta de acordo com Machado et al*®V

, que utilizaram ratos obesos por dieta
hiperlipidica saturada por 20 semanas e mais 16 semanas de administracdo de 10mg/kg/dia de
losartan. Alguns autores utilizando ratos obesos por dietas hiperlipidica insaturada®®, de
perfil lipidico desconhecido®’?1%, e de cafeteria %), em diferentes doses de losartan e de
periodos experimentais, também ndo encontraram alteragcdes na avaliacdo nutricional.

Os animais obesos exibiram inumeros distdrbios metabolicos e enddcrinos, como
menor tolerdncia glicémica, dislipidemias, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e
hiperleptinemia, cujos mecanismos foram discutidos em trabalhos anteriores®*®1%7)  Esses
dados estdo em concordancia com diferentes modelos de obesidade induzida por
dieta®89107108113) o compativeis com o quadro de sindrome metabélica, correspondente a
obesidade humana. A administracdo de losartan nos grupos Ob e C acarretou diminuicédo na
tolerancia glicémica e nos niveis de insulina. A angiotensina-11, modulador da sinalizacédo
insulinica, participa dos mecanismos envolvidos na resisténcia a acdo deste horménio sobre o

metabolismo da glicose, secundarios a ativacdo do receptor AT1(417),

No bloqueio
farmacoldgico, pelo losartan, as vias de interacdo entre angiotensina-ll e insulina sdo
atenuadas, acarretando aumento da utilizacdo da glicose pelas células, o que promove queda
nos niveis glicémicos plasmaticos e consequentemente da insulina®. A literatura mostra que
a administracdo de losartan, 30 mg/kg/dia, reduziu os indices glicémicos na obesidade
induzida por dieta de cafeteria®?. Entretanto, em doses de 10 mg/kg/dia, esse farmaco
decresceu a glicemia, mas nao afetou os niveis de insulina na obesidade por dieta

(103)

hipercaldrica Nas dosagens de 207 e 10 mg/kg/dia®*%® n3o foram detectadas

alteracdes nas taxas glicémicas e de insulina em ratos obesos por dietas de cafeteria e
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hiperlipidica saturada, respectivamente. O losartan também diminuiu a secrecdo de leptina
pelo tecido adiposo nos animais obesos, 0 que ndo ocorreu no grupo controle, mostrando
interacdo entre o farmaco e a obesidade. Hosseini et al**® e Umeda et al."® constataram que o
bloqueio de AT1 reduziu os niveis séricos de leptina em ratos Wistar alimentados com dieta
de cafeteria e em ratos espontaneamente hipertensos obesos por dieta enriquecida de sacarose,
respectivamente. Entretanto, Oliveira-Junior et al®®, utilizando ratos obesos por dieta
insaturada, acrescida de agucares, mostraram que o losartan ndo afetou os niveis de leptina.

Embora neste trabalho, ndo tenha sido visualizada alteracdo da angiotensina Il e da
ECA no coracdo dos animais obesos, houve aumento expressivo do receptor AT1 miocérdico.
Em razdo de termos encontrado aumento da angiotensina Il circulante, acreditamos que néo
houve necessidade da elevacdo dessa proteina no miocardio; entretanto, esse excesso
plasmatico acarretou aumento na expressdo do AT1. Esse comportamento nos permite inferir
gue ha um sinergismo entre o sistema renina angiotensina intrinseco ao miocardio e o
circulante.

E bem conhecido na literatura, o fendmeno de downregulation dos receptores em
situacOes de excesso de um agente externo durante longo periodo, tipificado na situacdo de
insuficiéncia cardiaca em que os receptores beta-adrenérgicos sofrem esse processo em razao

dos altos niveis de catecolaminas circulantes®®?9,

Acreditamos que o0 aumento da
angiotensina Il circulante, nos animais obesos, ndo teve duragéo e intensidade suficiente para
promover o processo de downregulation no receptor AT1 miocéardico. Alguns pesquisadores
encontraram aumento do receptor na aorta®® e em arteriolas coronérias*?? em modelos de
obesidade por dieta hiperlipidica. Em modelos genéticos, Huang et al.*?® observaram
aumento na expressao proteica do receptor AT1 miocardico de ratos Zucker diabeticos;

entretanto, Barretti et al.®“n3o visualizaram alteracdo da expressao do receptor cardiaco nesse

mesmo modelo experimental.
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A administracdo do losartan acarretou elevacdo da angiotensina Il e da atividade da
ECA no miocardio, porém, no tecido visceral e circulante verificou-se 0 oposto, ou seja,
diminuicdo dessas proteinas. Os mecanismos envolvidos nessa resposta nao estdo
estabelecidos, desde que ndo encontramos trabalhos nesta area de pesquisa; uma possivel
explicacdo para esta ocorréncia seria 0 comportamento do receptor AT1 miocardico, que ao
sofrer uma reducdo com o losartan, desencadeou aumento compensatério da angiotensina Il e
da atividade da ECA miocéardica. Esse fendmeno teve como finalidade manter a homeostasia
do sistema renina angiotensina sistémico, desde que o farmaco promoveu reducéo significante
na concentracdo da angiotensina Il e na atividade da ECA no tecido adiposo visceral e
circulante.

Os dados deste trabalho, mostram que a obesidade promoveu aumento da pressdo
arterial sistélica (PAS) e como o controle da mesma, envolve a participacdo do sistema

renina-angiotensina2+12®)

, podemos inferir que houve participacdo desse sistema no
comportamento desta variavel, desde que neste estudo foi observado aumento da angiotensina
Il e da ECA circulante e queda significativa da PAS ap6s o bloqueio com losartan. Enquanto
alguns estudos ndo observaram alteracdo da PAS em animais obesos por dieta hiperlipidica
insaturada® 112 Machado et al™®Y e outros autores®**?”) utilizando ratos obesos por dietas
hiperlipidica saturada e com equilibrio de 4&cidos graxos saturados e insaturados,
respectivamente, mostraram aumento dos niveis pressoricos. A diminuicdo da pressao arterial
com a administracdo do losartan em ratos obesos foi também observada em outros trabalhos
experimentais%:68:128),

O objetivo maior deste estudo foi avaliar a associagdo entre 0 comportamento dos
colagenos | e Ill cardiaco e o sistema renina angiotensina. A obesidade, neste estudo,

promoveu aumento na expressao proteica dos colagenos tipo | e tipo Il miocardico; esses

dados estdo em concordancia com investigadores que documentaram aumento nesses
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colagenos em diferentes protocolos experimentais de obesidade®®2%%9 e em desacordo com
autores que observaram diminuicdo do colageno tipo | em ratos obesos por dieta hiperlipidica
insaturada®®.

O metabolismo do colageno é resultante do balanco entre sintese e degradacdo. Os
dados deste estudo evidenciaram que a sintese dos colagenos deve ter prevalecido desde que
foi constatado que a obesidade promoveu diminuicdo na atividade da metaloproteinase-2
miocardica e aumento de citocinas que participam da proliferacdo do colageno®3#"3%-
39)como 0 TG F-B cardiaco e a leptina e angiotensina II circulantes.

A participacdo da angiotensina Il no comportamento do colageno miocardico se
consolidou com os resultados alcangados, que mostraram que o bloqueio do receptor ATL,
pelo losartan, diminuiu significantemente a expressdo dos colagenos | e Il miocardico no
grupo obeso submetido ao tratamento. Os dados relacionados ao comportamento da
angiotensina Il no miocardio e na circulacdo, referidos acima, mostram que o indutor da
alteracdo dos colagenos ndo foi o sistema renina angiotensina intrinseco ao miocardio, mas
sim, o excesso da angiotensina Il circulante proveniente do aumento da massa adiposa
visceral.

Os resultados alcancados neste estudo poderdo contribuir para uma melhor

compreensdo dos mecanismos envolvidos na remodelacdo cardiaca e prevencdo da

deterioracdo da funcdo miocardica na condicao de obesidade.
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CONCLUSAO

A hipdtese deste trabalho foi confirmada, desde que a obesidade por dieta hiperlipidica
saturada aumenta os colagenos | e Il cardiaco, via receptor AT1, consequente a elevacdo da

angiotensina Il circulante, proveniente do excesso de secrec¢do pelo tecido adiposo visceral.
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Capitulo 3

Anexos




Anexo 1 — Perfil de acidos graxos (%) das dietas normolipidicas e hiperlipidicas.

Quadro 1- Perfil de &cidos graxos (%).

Racoes

Acidos graxos Normolipidica Hiperlipidica
Capraoico (c6:0) 0,11 0,13
Caprilico (c8:0) 1,99 2,18
Céprico (c10:0) 2,12 2,32
Undecanoico (c11:0) 0,02 0,02
L4urico (c12:0) 30,81 33,73
Tridecanoico (c13:0) 0,04 0,04
Miristico (c14:0) 11,06 12,10
Pentadecanoico (c15:0) 0,01 0,00
Palmitico (c16:0) 11,95 11,18
Heptadecanoico (c17:0) 0,04 0,02
Estearico (c18:0) 2,89 2,66
Araquidico (c20:0) 0,24 0,22
Behénico (c22:0) 0,12 0,12
Tricosanoico (c13:0) 0,02 0,01
Lignocérico (c24:0) 0,08 0,07
Palmitoléico (c16:1) 0,04 0,02
Heptadecenoicol7:1) 0,02 0,01
Oléico (c18:1n9c) 19,48 20,71
Cis-vacénico (c18:1n7) 0,49 0,33
Linoléico (c18:2n6c) 16,69 12,95
a-Linolénico (c18:3n3) 1,67 1,05
Eicosanoico (c20:1n9) 0,10 0,11
Acidos Graxos Saturados 61,52 64,81
Acidos Graxos Insaturados 38,48 35,19




