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1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca complexa caracterizada pelo acimulo excessivo de
tecido adiposo. A incidéncia e prevaléncia da obesidade no mundo tém aumentado
progressivamente nas Gltimas década®, sendo considerada atualmente, uma epidemia
global e um importante problema de saude publica, que afeta tanto paises desenvolvidos
quanto em desenvolvimento®®. O ntimero de individuos com sobrepeso atinge mais de um
bilhdo de pessoas no mundo, sendo que, mais de 30% desta populagéo é obesa®. Apesar
de ter sido acumulado até o momento um relativo conhecimento sobre a distribuicdo da
obesidade, dentro do contexto da transicdo nutricional, muito ainda se faz necessario,
sobretudo, no campo da prevencao e intervencdo populacional .

No Brasil, as mudancas demograficas, sdcio-econdmicas e epidemioldgicas ao
longo do tempo desencadearam a chamada transi¢cdo nutricional, com diminuicdo
progressiva da desnutricdo e aumento da obesidade®'®. Segundo a Pesquisa de
Orcamentos Familiares do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica®™
aproximadamente 40 milhdes de pessoas no Brasil apresentam sobrepeso e, deste grupo,
10,5 milhdes sdo obesos. A previsdo desta pesquisa aponta que 35% da populacdo adulta
brasileira serd obesa em 2025, refletindo no aumento de custos e cuidados para a saide
publica®.

Estudos que avaliaram as consequéncias da obesidade para a salde humana tém
mostrado que a etiologia da obesidade € complexa. Enquanto alguns autores sugerem que o
fator genético pode contribuir para o desenvolvimento da obesidade, a maioria das
pesquisas enfatizam que a prevaléncia desta doenca na populacdo ocorre devido aos
chamados fatores ambientais, em especial, a dieta e o sedentarismo®*?. O aumento do
consumo de energia, a reducdo na pratica de atividade fisica ou a combinacdo de ambos

tém levado ao balanco calrico positivo, com consequente aumento da gordura corporal®®.
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Dentro desse contexto, a obesidade se consolidou como agravo nutricional associado a alta
incidéncia de morbidades, como alguns tipos de cancer, resisténcia a insulina, diabetes
mellitus tipo 2, dislipidemias e doencas cardiovasculares®**'®) influenciando o perfil de
mortalidade das populac@es, e, consequentemente, reduzindo a expectativa de vida®®2?.
Pesquisas clinicas mostram que o excesso de gordura acarreta diversas
anormalidades cardiacas, entre elas, alteracdes hemodinamicas, morfoldgicas e funcionais,

e@®22)  Os distarbios

que se correlacionam com a duracdo e intensidade da obesidad
cardiovasculares mais frequentes observados na obesidade humana séo hipertenséo arterial,
acidente vascular cerebral e doenca arterial coronariana®?¥. Os estudos que envolvem
obesos humanos poderiam responder as diversas duvidas em relacdo as disfungdes
cardiovasculares, mecanismos envolvidos e tratamentos clinicos. No entanto, estas
pesquisas apresentam limitacdes éticas, financeiras e dificuldades no controle das variaveis
que poderiam interferir nos resultados®.

A obesidade experimental, utilizando modelos genéticos®®?” ou manipulacdes
dietéticas®?, torna-se uma alternativa importante para o estudo da obesidade,
comorbidades e mecanismos oriundos do excesso de gordura corporal. Dentro desse
contexto, a obesidade por meio de dietas com alta densidade energética representa um
modelo fidedigno e apropriado para o estudo das causas e consequéncias da obesidade
humana®. Diversos estudos experimentais tém demonstrado que a obesidade induzida por
diferentes tipos de dietas com alto teor de gordura e/ou altamente energéticas acarretam
disfuncdo miocardica em roedores®?39 Du Toit et al.®*? mostraram que a obesidade

deprime a funcdo miocardica em situacdo basal e apds isquemia em ratos submetidos a

dieta de cafeteria’ por 16 semanas. Outros autores observaram prejuizo funcional em

1 . L . ok s M - -

Dieta de cafeteria: dieta rica em gorduras por adi¢do a racdo padrdo e a agua de uma variedade de produtos palataveis de supermercado
como: hiscoitos de chocolate, salame, queijo, banana, marshmallows, achocolatado e manteiga de amendoim. — Scalfani AA. and
Springer D. Dietary obesity in adult rats: similarities to hypothalamic and human obesity syndromes. Physiol. Behav. 1976; 17: 461-71
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cardiomidcitos isolados, com depressdo no pico de encurtamento e atraso no tempo de
relaxamento, em modelos de obesidade induzidos por dietas ricas em gordura®®®.
Pesquisas recentes mostram que ratos obesos alimentados com dieta rica em gordura,
durante 15 semanas, apresentam disfuncdo miocardica em condi¢Bes basais e apés
manobras inotrépicas®**.

Embora seja evidente que uma variedade de alterages e/ou danos no desempenho
cardiaco, tanto em humanos quanto em modelos experimentais, ocorra com a elevacgdo da
quantidade de tecido adiposo, 0s mecanismos responsaveis por estas alteracfes nao estdo
estabelecidos. Diversos fatores tém sido apontados como possiveis responsaveis por
anormalidades cardiacas em modelos de obesidade®*, entre eles, o sistema beta (5)-
adrenérgico, um importante mecanismo de regulacdo da contracdo e relaxamento do
miocardio®®*". O sistema S-adrenérgico € um dos principais mecanismos neuro-humorais
de modulacdo da funcdo cardiaca, atuando, tanto em condi¢des fisiol6gicas quanto em
situacdes patoldgicas®®®39). A via p-adrenérgica é constituida por adrenoreceptores 3,
proteinas de ligacdo ativadora e inibitéria (Gs e Gj), adenilato ciclase e adenosina
monofosfato ciclico (AMPc)(4°). O coracdo é composto por trés subtipos de p-
adrenoreceptores, f1, f2 € B3. Os receptores f1 e f2 S80 expressos na proporcao de 75 a
80%, 15 a 18%, respectivamente(“), sendo que, ambos promovem efeitos inotrépicos,
cronotrépicos e lusitrépicos positivos em resposta a um ﬂ-agonista(41'42). Por outro lado, os
receptores fs, representam 2 a 3% em condi¢cBes normais esses receptores agem como
mediadores do efeito inotrépico negativo™?, entretanto, sdo predominantemente inativos
em condicdes fisiolégicas normais“**. Ambos os receptores 1 e Bo-adrenérgicos sio
acoplados a proteina G estimulatéria (Gs), que acarreta ativacdo da adenilato ciclase e,
posteriormente, aumento dos niveis de AMPc. O acumulo de AMPc acarreta maior

ativacdo da proteina quinase A (PKA), que consequetemente, desencadeia alteracbes no
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ciclo Ca*? intracelular, uma vez que, a PKA fosforila diversas proteinas que s&o essenciais

x p . . . L . (45,46) (47
para fungdo cardiaca, incluindo os canais de calcio do tipo L , fosfolambam*"/,

i (48) ; i (49,50) S s .

troponina I'™, e os receptores de rianodina (Figura 1). A fosforilagéo dos canais do
tipo L e dos receptores de rianodina (RyR), estimulados pela PKA, acarretam aumento no
influxo de Ca* citosdlico® %, O estimulo da PKA também provoca aumento da
atividade da bomba de Ca*? do reticulo sarcoplasmético (SERCAZ2a) devido ao aumento da
fosforilagdo do fosfolambam (PLB) na serina 16 (PLBSerl6). A maior atividade da
SERCA?a possibililta maior recaptura de Ca*® para o reticulo sarcoplasmatico, resultando

em aceleracio do processo de relaxamento 714,

EpiNorepi

Sarcolemma

Mvyofilaments

Figura 1. Ativacdo do receptor R-adrenérgico e fosforilacdo de alvos relevantes para o
acoplamento excitagdo-contracdo. AC, adenilato-ciclase; ACh, acetilcolina; AKAP,
proteina de ancoragem quinase A; R -AR, receptor R-adrenérgico; M2-Rec, receptor
muscarinico-M,; PLB, GTP, Guanina trifosfato; Fosfolambam; Reg, subunidade regulatéria
da PKA; SR, reticulo sarcoplasmatico. (Modificado de Bers DM*)

A regulacéo da funcgéo cardiaca pelo sistema f-adrenérgico € mediada também pela
atividade da proteina G, que tem como finalidade promover a ligacdo do receptor f a

adenilato ciclase para que ocorra a formacdo de AMPc. A atividade da adenilato ciclase é
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modulada por duas proteinas G: Gs com capacidade de estimular e, G;, capaz de inibir a
ativacdo da adenilato ciclase®. A proteina G, é formada pelas subunidades a, 8 e y na
forma inativa; a subunidade Gsa encontra-se acoplada a guanina difosfato (GDP). Apds
acdo de um agonista sobre o receptor f, a Gsa substitui 0 GDP por guanina trifosfato
(GTP), separa-se das subunidades g e v, e, interage com a adenilato ciclase que, ao ser

ativada, produz AMPc“%%® (Figura 2).

'mnu

wdenil chtlase
Ga seoplsds S8 GOP instiva

Ativagio sdenil  PMPoE PR adenil clclage
thilase m Inativa

Figura 2. Representagdo esquematica do acoplamento entre R:
receptores p-adrenérgicos e a proteina Gsa; GTP, Guanina
trifosfato; GDP, Guanina difosfato; Pi fésforo inorgénico; PPi
difosfato  inorgdnico; AMPc,  Adenosina  monofosfato
ciclico.(Modificado de Evora et al *")

Embora seja bem estabelecido que os receptores S-adrenérgicos e a proteina G em
cardiomidécitos desempenham funcgdes importantes na regulacdo da performance cardiaca,
pesquisas tém mostrado que, em situacdes patoldgicas, incluindo diabetes e insuficiéncia
cardiaca, alteragdes na expressdo e/ou atividade dos receptores pS-adrenérgicos e da

protefna G promovem anormalidades funcionais®" 2.

Na obesidade, em modelos
experimentais, somente dois estudos realizados por Carroll et. al.®® apordam a relacdo
entre a funcdo cardiaca e a via p-adrenérgica. Esses autores mostram que a obesidade
promove reducdo da resposta contratil cardiaca & estimulagdo S-adrenérgica, no entanto,

ndo houve alteracdo na densidade e afinidade dos receptores f em coelhas obesas

alimentadas com dieta hiperlipidica durante 12 semanas.
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Em razdo da caréncia de informacOes e estudos que avaliaram a relagéo
entre a obesidade e a via f-adrenérgica na performance cardiaca, a proposta deste estudo
foi investigar a expressdo protéica dos componentes do sistema p-adrenérgico no
miocéardio de ratos obesos. A hipétese deste estudo é que o prejuizo funcional em ratos
obesos seria decorrente da menor expressdo dos receptores S-adrenérgicos, bem como,

reducdo dos niveis de proteina Gsa miocardica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1- Animais

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com 30 dias de idade,
150g de peso corporal, mantidos nas seguintes condic¢bes: gaiolas individuais de
polipropileno com tampas de arame cromado forradas com maravalha de Pinus
esterilizada, temperatura ambiente (24 £ 2°C), umidade controlada (55 + 5%) e ciclos de
iluminacdo de 12 horas. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com
0 “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” publicado pelo “U.S. National
Institutes of Health”®® e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais de
Experimentagdo Cientifica (CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo(UFES) sob
0 protocolo n°017/2011.

Esta pesquisa foi desenvolvida em fundamental parceria com o laboratério de
Mdsculo Papilar Isolado e de Western Blot, coordenados pelo Prof. Dr. Ant6nio Carlos
Cicogna. Esses laboratorios sdo parte do Laboratério Experimental da Clinica Médica,
Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, “Julio de Mesquita

Filho”, UNESP.

2.2- Protocolo Experimental

Os ratos foram randomizados em dois grupos: alimentados com dietas
normolipidica (DN, n= 25) ou hiperlipidica (DH, n= 25). Os ratos DN receberam ragéo
padréo para roedores (RC Focus 1765, Agroceres®, Rio Claro, S3o Paulo, Brasil) e os DH
ciclos de quatro ragdes hiperlipidicas (RC Focus 2413, 2414, 2415 e 2416, Agroceres®,
Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil) de forma rotativa a cada 24 horas, por um periodo de 18
semanas. Os ratos DN e DH receberam 50 g de racdo e ap6s 24 horas a quantidade néo

ingerida foi mensurada. A oferta de agua foi ad libitum.
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2.2.1- Composicdo das Ragdes Padrédo e Hiperlipidica

A racdo padrdo RC Focus 1765 é composta pelos seguintes ingredientes: fosfato
bicalcico, 6leo de soja degomado, cloreto de sdédio, milho moido, aditivo antioxidante,
farelo de soja, farelo de trigo, farinha de carne e ossos, farinha de peixe, suplemento
mineral e vitaminico. As quatro ragdes hiperlipidicas, alternadas diariamente, RC Focus
2415, 2414, 2416 e 2413 apresentam a mesma composi¢do nutricional, com exce¢do dos
aditivos flavorizantes, chocolate, bacon, baunilha e queijo, respectivamente.

A composicdo de macro e micronutrientes das racfes padrdo e hiperlipidica,

mensurada pela empresa Agroceres®, Rio Claro, S&o Paulo, Brasil, esta apresentada no

Quadro 1.
Quadro 1- Composi¢do dos macro e micronutrientes das ragoes (%)
Racdes
Componentes Padréo Hiperlipidica
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 42,7 26,4
Gordura 4,0 20,0
Vitaminas e Minerais 11,3 12,1
Fibras 8,0 9,0
Umidade 12,0 12,5
Calorias (Kcal/g) 2,95 3,65
% Calorias da proteina 29,8 21,9
% Calorias do carboidrato 57,9 28,9
% Calorias da gordura 12,3 49,2
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2.3- Avaliacédo Nutricional dos Animais

O perfil nutricional foi determinado pela anélise de ingestdo caldrica, eficiéncia
alimentar, peso e gordura corporal e indice de adiposidade. A ingestdo calorica foi
calculada pela seguinte formula: ingestdo alimentar semanal multiplicada pelo valor
energeético de cada racdo (g x kcal). Com a finalidade de analisar a capacidade do animal
converter a energia consumida em peso corporal, foi calculada a eficiéncia alimentar (EA),
dividindo-se o ganho total de peso corporal dos animais (g) pela energia total ingerida
(Kcal). O peso corporal dos animais foi aferido semanalmente, utilizando-se uma balanga
digital Mettler® modelo Spider 2 (Toledo do Brasil Industria de Balangas Ltda, S&o
Bernardo do Campo, Sdo Paulo, Brasil). A quantidade de gordura corporal total foi
determinada pela somatdria dos dep6sitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral.
O indice de adiposidade foi calculado, dividindo-se a gordura corporal total pelo peso

corporal final, multiplicado por 100 ©7.

2.4- Caracterizacao dos Grupos

Os ratos DN e DH foram mantidos em suas respectivas dietas e o peso foi aferido
semanalmente. A partir da semana em que se observou diferenca estatistica de peso
corporal entre os grupos DN e DH os animais foram alocados em grupos Controle (C) e
Obeso (Ob), caracterizando o momento inicial da obesidade. O procedimento acima foi

adotado, baseando-se em trabalhos anteriores®>®®

. ApGs a caracterizagdo do periodo
inicial de obesidade, os animais permaneceram por mais 15 semanas de experimento.
A obesidade nos animais ao final do protocolo experimental foi determinada

utilizando-se o indice de adiposidade. Diversos estudos tém utilizado este indice como

ferramenta para avaliar a quantidade de gordura corporal em roedores®®7%. Esse método
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de baixo custo é facilmente realizado, e permite mensurar os depositos de gordura corporal
de maneira precisa e consistente.

Na experimentacdo bioldgica, em especial estudos experimentais, mesmo quando
mantidas as condic¢des laboratoriais semelhantes, ndo esta assegurada uma homogeneidade
de resposta. Neste sentido, os ratos submetidos a racdo padréo e hiperlipidica poderiam
apresentar, em maior ou menor escala, caracteristicas comuns, como, por exemplo, 0
indice de adiposidade. Estudo publicado previamente!? mostrou que este fato pode
conduzir a erro de classificacdo, ou seja, animais submetidos a racdo padrao poderiam ser
classificados como controle, quando na realidade, exibem caracteristicas de animais
obesos, ou vice versa. Por essa razdo, torna-se necessario estabelecer um critério que
separe 0s animais em dois grupos distintos de acordo com o indice de adiposidade. Com
essa finalidade, foi construido intervalo de 95% de confianca (IC) para a média do indice
de adiposidade dos ratos controle e obeso. Sendo adotado como ponto de separacdo (PS)
entre 0s grupos, o ponto médio entre o limite superior do C e o limite inferior do Ob; a
partir deste ponto serdo excluidos do grupo C os animais com indice de adiposidade acima
do PS e do grupo Ob os animais com indice de adiposidade abaixo do PS, garantido a

homogeneidade dos grupos tratado e controle.

Figura 3. Representacdo esquematica do critério utilizado para composi¢cdo dos grupos
controle e obeso.

2.5- Obesidade e Comorbidades
As alteracdes no perfil cardiovascular, metabolico e hormonal, como hipertensao

arterial sistémica, intolerancia a glicose, resisténcia sisttmica a insulina, dislipidemias,
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hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia®®?*%727) " possuem frequentemente

associadas a obesidade, foram avaliadas nos grupos controle e obeso.

2.5.1- Hipertensao Arterial Sistémica

A pressao arterial sistolica (PAS) foi aferida indiretamente por pletismografia de
cauda, utilizando-se eletro esfigmomanometro Narco Bio-System® modelo 709-0610
(International Biomedical, Inc, USA). Com a finalidade de produzir vasodilatacdo da
artéria caudal, os ratos foram previamente aquecidos, a temperatura de 40°C por 5 minutos,
em uma caixa de madeira (50 x 40 cm) forrada com maravalha de Pinus autoclavada. Apés
0 aquecimento, foi acoplado o sensor e 0 manguito em torno da cauda do animal. O
manguito foi insuflado até atingir pressao de 200 mmHg e, posteriormente, desinsuflado.
As pulsacGes arteriais foram registradas em sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (AcgKnowledge® MP100, Biopac Systems, Inc, Santa Barbara, CA,

USA).

2.5.2- Intolerancia a Glicose

As coletas de sangue, na artéria caudal, foram realizadas na condicdo basal ap6s
periodo de jejum de 6 horas e ap6s administracdo intraperitoneal de glicose 25% (Sigma-
Aldrich,® St Louis, MO, USA), equivalente a 2g/Kg. As amostras sanguineas foram
coletadas nos momentos zero, considerado condicdo basal, e ap6s 15, 30, 60, 90 e 120
minutos da infusdo da glicose. A mensuragdo dos niveis glicémicos foi realizada com
glicosimetro portatil, Accu-Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda, S&o Paulo,

Brasil). A intoleréncia a glicose foi avaliada pelo calculo da area glicémica.

2.5.3- Resisténcia Sistémica a Insulina
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O indice Homeostatic Model Assessment - Insulin Resistance (HOMA-IR) baseou-
se nas concentracdes séricas de glicose e insulina de jejum. Este indice é frequentemente
utilizado na literatura para avaliar resisténcia & acéo da insulina®®’”. O calculo do HOMA-
IR foi realizado pela seguinte féormula: concentragdo de insulina (WU/mL) multiplicada

pelos niveis glicémicos (mM/L) dividida por 22,5 ®.

2.5.4- Dislipidemias e Hiperglicemia

Para analise do perfil glicémico e lipidico, os ratos foram colocados em jejum por
12 a 15 horas, os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip;
Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo,
Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo Indistria e Comércio Ltda
- Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil), eutanasiados por decapitacdo e
submetidos a toracotomia mediana. A seguir, as amostras de sangue foram coletadas em
tubos Falcon, centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos (Eppendorf® Centrifuge 5804-R,
Hamburg, Germany) e armazenadas em freezer a -80°C (Thermo Fisher Scientific LLC,
Asheville, NC, USA). As concentracdes séricas de glicose, triglicerideos, colesterol total,
lipoproteinas de alta (HDL) e baixa (LDL) densidade foram determinadas utilizando-se kits
especificos (BIOCLIN®, Belo Horizonte, MG, Brasil) e analisadas pelo método enzimético
colorimétrico automatizado (Chemistry Analyzer BS-200, Mindray Medical International

Limited, Shenzhen, China).

2.5.5- Hiperinsulinemia e Hiperleptinemia
As concentragdes de leptina e insulina foram determinadas pelo método de

ELISA utilizando-se kits especificos (Linco Research Inc, St. Louis, MO, USA). A leitura
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foi realizada com auxilio de leitor de micro-placa (Spectra MAX 190, Molecular Devics,

Sunnyvale, CA, USA).

2.6- Remodelacdo Cardiaca

Como a obesidade pode acarretar remodelacio cardiaca®=>"%*%) o coracéo foi
analisado por meio de estudos estruturais e moleculares. A estrutura cardiaca foi avaliada
post mortem por meio de andlise macroscopica, e a analise molecular foi realizada

utilizando a técnica de Western Blot.

2.6.1- Perfil Morfoldgico Cardiaco
A andlise estrutural macroscopica post mortem permite identificar a
presenca de remodelacdo cardiaca atrial e ventricular’®®”. A presenca ou auséncia de
hipertrofia, foi determinada pela analise dos seguintes parametros: peso total do coracao,
do atrio, dos ventriculos esquerdo e direito, e das respectivas relagdes com o comprimento

da tibia.

2.6.2- Analise do Sistema g-adrenérgico
O sistema p-adrenérgico foi avaliado por meio de analises moleculares, conforme

técnicas descritas abaixo.

2.6.2.1- Western Blot

A expressdo protéica dos receptores S-adrenérgicos (51 e f2) e da proteina Gsa foi
realizada pela técnica de Western Blot. Todas as expressfes normalizadas pela
quantificacdo da proteina de controle interno p-actina. Este método € frequentemente

utilizado em pesquisas para detectar proteinas em um homogenato de tecido bioldgico®”,
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sendo constituido das seguintes etapas: extracdo de proteinas, eletroforese em gel,
transferéncia das proteinas do gel para membrana de nitrocelulose, identificacdo das

protefnas por anticorpos especificos e quantificacéo dos blots de polipetideos®®.

2.6.2.2- Extracdo das Proteinas

Fragmentos do ventriculo esquerdo foram rapidamente congelados em nitrogénio
liquido e armazenados em freezer a -80°C. A amostra congelada foi homogeneizada em
aparelho Polytron (Ika Ultra Turrax ™ T25 Basic, Wilmington, USA) com tampéao de lise
hipoténico (fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, sucrose 0,3 M, DTT 0,5 mM, EDTA 1 mM
pH 8.0, PMSF 0,3 mM, NaF 10 mM e inibidor de protease (0,1mg/mL, Sigma, St. Louis,
MO, USA). O processo foi realizado trés vezes durante 10 segundos a 4°C, com intervalos
de 20 segundos. O produto da homogeneizagdo foi centrifugado (Eppendorf 5804R,
Hamburg, Germany) a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi transferido
para tubos eppendorfs e armazenado em freezer -80°C. A concentracdo de proteina foi
analisada pelo método de Bradford®, utilizando as curvas de BSA Protein Standard (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA) como padrao.

2.6.2.3- Eletroforese em Gel

Apb6s a quantificacdo da concentragdo protéica, as amostras cardiacas foram
diluidas em tampdo Laemmli (Tris-HCL 240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul de
bromofenol 0,02% e S-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 resolugdo (Tris-HCL 240mM pH 8,8,

poliacrilamida 30%, APS e Temed). O gel de resolugdo foi confeccionado nas
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concentragfes de 8 a 12%, de acordo com o peso molecular da proteina analisada. No
primeiro pogo do gel foi aplicado um padréo 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 um periodo varidvel de acordo com o tamanho da proteina, em média 1h30

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

2.6.2.4- Transferéncia e Identificacdo das Proteinas

As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose utilizando-se
sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) contendo tampé&o de transferéncia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Apoés a transferéncia os sitios
inespecificos de ligagdo do anticorpo primério a membrana foram bloqueados mediante
incubacdo com solucdo bloqueadora a 0,5% de leite em p6 desnatado Molico® (Nestlé
Brasil, Aragatuba, SP, Brasil), dissolvido em tampdo TBS-T (Tris 10mM, pH 7,6, NaCl
150 mM e Tween 20 0,1%) por 120 minutos a temperatura ambiente (24°C) sob constante
agitacdo. Em seguida, a membrana foram lavada trés vezes em tampdo TBS-T (Tris
10mM, pH 7,6, NaCl 150 mM e Tween 20 0,1%) e incubada com o anticorpo primario
diluido na solucdo bloqueadora, sob agitacdo constante por 12 horas. Ap6s a incubacgdo
com o anticorpo primario, a membrana foi lavada trés vezes em tampdo TBS-T e incubada
com o anticorpo secundario em solucdo bloqueadora por 2 horas sob agitacdo constante.
Para remover 0 excesso de anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em
tampdo TBS-T. A imuno-deteccdo foi realizada por meio do metodo de
quimioluminescéncia de acordo com as instrugdes do fabricante (Enhancer Chemi-

Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-USA). Finalmente, as membranas de
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nitrocelulose foram analisadas em fotodocumentador Gel Logic 6000 Pro (Carestream

Health, Rochester, NY, USA).

2.6.2.4.1- Anticorpos Primarios Utilizados

e Receptor 1. f1-adrenergic receptors (AR), rabbit 1IgG (Abcam, Cambridge, MA,
USA). Concentragdo recomendada pelo fabricante, 1:1000.

e Receptor f,. f-adrenergic receptors (AR), rabbit 1IgG (Abcam, Cambridge, MA,
USA). Concentracdo recomendada pelo fabricante, 1:1000.

e Proteina Gsa: Anti-Gsa, rabbit IgG (Abcam, Cambridge, MA, USA).

Concentracao recomendada pelo fabricante, 1:500.

2.6.2.4.2- Anticorpo de Normalizagéo
. Proteina g-Actina: S-Actin, mouse 1gG1 (Santa Cruz Biotechonology Inc,

CA, USA). Concentragdo recomendada pelo fabricante, 1:200.

2.6.2.4.3- Anticorpo Secundario
Os anticorpos secundarios, anti-rabbit IgG-HRP SC2004 e anti-mouse IgG-HRP
SC2005 (Santa Cruz Biotechonology, Inc. Santa Cruz, CA, USA), foram utilizado na

concentracdo de 1:10000.

2.6.2.5- Quantificacdo das Proteinas
As analises quantitativas das bandas protéicas (blots) foram realizadas pelo
programa Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, EUA), software livre,

disponivel no endereco http://www.scioncorp.com/.
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2.7- Anélise Estatistica

As caracteristicas gerais, as comorbidades, as analises macro e moleculares dos
grupos experimentais foram expressas por meio de medidas descritivas de posi¢do e
variabilidade. Foram utilizados teste “t” de Student e Mann Whitney para amostras
independentes de acordo com a distribuicdo dos dados. A evolugdo semanal do peso
corporal foi realizada pela analise de varidncia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas
para esquema de dois fatores independentes e complementada com o teste de comparagdes

multiplas de Bonferroni %,
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3 RESULTADOS

3.1- Composic¢do dos Grupos

Este trabalho faz parte do projeto “Participacdo da Via S-Adrenérgica na Disfuncéao
Miocardica Induzida pela Obesidade”, com financiamento cientifico da Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Espirito Santo (FAPES), que avaliou, além da expressao protéica,
0s componentes da via S-adrenérgica por meio de anélise da funcdo cardiaca em musculo
papilar isolado.

A partir dos critérios de exclusdo, mencionados no “Material ¢ Métodos” (pags. 19 e
20), permaneceram no estudo vinte animais do grupo controle (C; n=20) e dezessete
animais do grupo obeso (Ob; n=17). Em virtude de limitacdo da técnica de eletroforese e
tentativa de melhor acuracia destes resultados a expressdo protéica e as demais analises,
foram realizadas em sete animais de cada grupo, selecionados por sorteio, (C; n=7 e Ob;

n=7).

3.2- Evolugéo do Peso Corporal

A Figura 4 ilustra a evolucéo do peso semanal dos grupos C e Ob. O peso corporal foi
semelhante nas duas primeiras semanas de tratamento em ambos 0s grupos; entretanto,
apos a 3% semana, 0 peso corporal dos animais Ob foi significativamente maior que 0s
animais C (Figura 4). Neste momento, o maior peso corporal dos animais Ob foi associado
ao aumento do indice de adiposidade, caracterizando 0 momento inicial de obesidade, de
acordo com trabalhos prévios®2°":192),

A evolucédo do peso corporal dos grupos, apés determinacdo do momento inicial da
obesidade permaneceu durante o periodo experimental. O peso corporal dos animais Ob
manteve-se significativamente maior que os animais C durante as 15 semanas de

experimento.
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Figura 4. Evolugdo semanal do peso corporal dos animais Controle (C, n=7) e Obeso (Ob, n=7).
Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA para 0 modelo de medidas repetidas em
grupos independentes e complementada com o teste post-hoc de Bonferroni. * p<0,05.

3.3- Perfil Nutricional

A Tabela 1 ilustra as caracteristicas nutricionais dos animais utilizados no
experimento. Os animais Ob apresentaram maiores valores de peso corporal no momento
inicial de obesidade, peso corporal final, ganho de peso, depositos de gordura epididimal,
retroperitoneal e visceral, gordura corporal total e indice de adiposidade em relacdo ao
grupo C.

Embora os animais Ob tenham consumido menor quantidade de racdo que o0 grupo
C, a ingestdo caldrica foi similar entre 0s grupos, no entanto, a eficiéncia alimentar foi

maior nos animais Ob durante o periodo experimental.
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Tabela 1. Perfil nutricional

Variaveis Grupos
C (n=07) Ob (n=07)
PCI (9) 309 + 35 356 + 8*
PCF (9) 464 + 46 571 + 34*
Ganho de peso (g) 155 + 26 215 + 30*
Epididimal (g) 43+23 16,3+ 3,7*
Retroperitoneal (g) 72+22 23,0+ 6,3*
Visceral (g) 45+13 12,7 + 3,8*
Gordura corporal total () 16,0 £ 4,6 52 +124*
Indice de adiposidade (%) 34+0,6 9,2 +£2,5*%
Ingestdo alimentar (g/dia) 251+272 20,2 £1,3*
Ingestdo calorica (Kcal/dia) 743 +6,5 73,7+5,0
Eficiéncia alimentar (%) 2,00+ 0,28 2,77 £ 0,24*

Dados expressos em média * desvio-padréo. PCI: peso corporal momento inicial da obesidade; PCF: peso
corporal final. C: controle; Ob: obeso. Teste “t” de Student para amostras independentes. * p<0,05.

3.4- Perfil Bioquimico

A Tabela 2 mostra as analises bioquimicas dos animais C e Ob. Os niveis séricos de
triglicerideos foram maiores nos animais Ob em relacdo ao C. Nao houve diferenca

significativa nas demais dosagens séricas entre 0s grupos.

Tabela 2. Andlise bioquimica

Variaveis Grupos
C (n=07) Ob (n=07)
Colesterol (mg/dL) 62,4+115 67,5+ 18,0
HDL (mg/dL) 235+28 26,6 +5,8
LDL (mg/dL) 31,3+57 36,5+9,4
Triglicerideos (mg/dL) 44,4 +156 69,9 + 61,5"
Glicose (mg/dL) 125+ 10 138+ 14

Dados expressos em média + desvio-padrao C: controle; Ob: obeso; HDL: lipoproteina de alta densidade;
LDL: lipoproteina de baixa densidade; VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade. Teste “t” de
Student para amostras independentes. #Dados expressos em mediana + semi-amplitude. Teste Mann
Whitney para amostras independentes. * p<0,05.
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3.5- Presséo Arterial Sistélica

N&o houve diferenca significativa entre os grupos para medida da presséo arterial

sistolica final, C (127 £ 4) e Ob (127 + 14).

3.6- Perfil Glicémico

A Figura 5 ilustra o resultado do teste de toleréncia a glicose realizado nos grupos

C e Ob. Apds 15 semanas de experimento, a area glicémica foi maior no grupo Ob em

relagéo ao C.
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Figura 5. ASC, Area sob a curva obtida no teste de
tolerancia a glicose, dos animais controle (C, n=7) e
obeso (Ob, n=7). Dados expressos em média + desvio
padrdo. Teste “t” de Student para amostras
independentes. * p<0,05.



3.7- Niveis Séricos de Insulina
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A Figura67 mostra a dosagem de insulina dos ratos C e Ob. N&o houve diferencga

significativa entre os grupos (p=0,06).
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Figura 6. Niveis séricos de insulina dos animais
controle (C, n=7) e obeso (Ob, n=7). Dados expressos
em mediana + intervalo interquartis 25% e 75%. Teste

I I
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Mann Whitney para amostras independentes.

3.8- Indice de Resisténcia a Insulina

A Figura 7 apresenta o resultado do indice HOMA-IR dos grupos C e Ob. Os
animais Ob apresentaram maiores valores que os animais C.
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Figura 7. indice HOMA-IR dos animais controle (C,
n=7) e obeso (Ob, n=7). Dados expressos em mediana
+ intervalo interquartis 25% e 75%. Teste Mann
Whitney para amostras independentes. * p<0,05.
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3.9- Niveis Séricos de Leptina
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A Figura 8 apresenta a dosagem de leptina dos ratos C e Ob. Os animais Ob

apresentaram niveis séricos de leptina maiores que os C.
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Figura 8. Niveis séricos de leptina dos animais
controle (C, n=7) e obeso (Ob, n=7). Dados expressos
em mediana + intervalo interquartis 25% e 75%. Teste
Mann Whitney para amostras independentes * p<0,05.



3.10- Perfil Morfolégico Cardiaco

A Tabela 3 ilustra o perfil morfoldgico cardiaco post mortem dos ratos C e Ob.
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Os animais Ob apresentam aumento nos pesos do coracdo, ventriculos esquerdo e

direito, atrio e nas relacbes coracao/tibia, VE/tibia, VD/tibia e AT/tibia em relacdo aos

animais C. Nao houve diferenca significativa no comprimento da tibia entre os dois

grupos.

Tabela 3. Perfil morfoldgico cardiaco post mortem

Variaveis Grupos
C (n=07) Ob (n=07)
Coracao (g) 1,11 + 0,07 1,30 + 0,08*
VE (9) 0,82 £ 0,05 0,92 £ 0,05*
VD (g) 0,20 £ 0,01 0,27 £ 0,04*
AT (9) 0,09 £ 0,01 0,11 £ 0,01*
Tibia (cm) 4,34 +£0,10 4,39 £ 0,09
Coracdo/Tibia (g/cm) 0,26 £ 0,01 0,30 £ 0,02*
VE/ Tibia (g/cm) 0,19+0,01 0,21 £ 0,01*
VD/ Tibia (g/cm) 0,05 £ 0,001 0,06 £+ 0,009*
AT/ Tibia (g/cm) 0,021 £+ 0,002 0,025 + 0,003*

Dados expressos em média + desvio padrdo. C: controle; Ob; VE: peso do ventriculo esquerdo; VD: peso
do ventriculo direito; AT: peso do atrio. Teste “t” de Student para amostras independentes. * p<0,05.
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3.10.1- Determinag&o do Teor de Agua nos Tecidos Cardiaco Pulmonar e Hepético
A Tabela 4 mostra o percentual de umidade dos tecidos cardiaco, pulmonar e

hepético dos ratos C e Ob. N&o houve diferenca significativa ente os grupos.

Tabela 4. Teor de agua dos tecidos.

. Grupos
Variaveis

C (n=07) Ob (n=07)

VE (%) 76,4 +4.4 74,4+0,3
VD (%) 746 +1,2 74804
AT (%) 769+14 77,1+£0,9
Pulméo (%) 77,3+2,8 78,829
Figado (%) 66,5+ 5,2 67,057

Dados expressos em média + desvio padrdo. C: controle; Ob; VE: peso do ventriculo esquerdo; VD: peso
do ventriculo direito; AT: peso do atrio. Teste “t” de Student para amostras independentes. * p<0,05.
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3.11- Expressdo das Proteinas do Sistema g-adrenérgico Miocérdico
As Figuras 9, 10 e 11 demonstram os valores obtidos na expressdo protéica dos
receptores S-adrenérgicos e da proteina Gsa,, normalizados pela expressdo da proteina de
controle interno ($-actina). N&o houve diferenca significativa entre os grupos C e Ob para

a expressao protéica dos receptores -1, f-2 e proteina Gsa.
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Figura 9. Expressdo proteica do receptor -1 no
miocardio dos animais controle (C, n=7) e obeso
(Ob, n=7). Dados expressos em média + desvio
padrdo. Teste “t” de Student para amostras
independentes.
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Figura 10. Expressdo proteica do receptor p-2
no miocardio dos animais controle (C, n=7) e
obeso (Ob, n=7). Dados expressos em média
+ desvio padrdo. Teste “t” de Student para
amostras independentes.
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Figura 11. Expressdo proteica Gsa no
miocardio dos animais controle (C, n=7) e
obeso (Ob, n=7). Dados expressos em
médiatdesvio padrdo. Teste “t” de Student para
amostras independentes.
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4 DISCUSSAO

4.1-Constituicéo dos Grupos Controle e Obeso

Neste experimento o tratamento foi eficaz na promocéo da obesidade, entretanto, na
experimentacdo biolégica, mesmo quando mantidas as condi¢Ges laboratoriais
semelhantes, ndo esta assegurada homogeneidade de resposta, animais submetidos a dietas
diferentes podem apresentar caracteristicas semelhantes. Assim, a heterogeneidade de
resposta, dentro do mesmo grupo, pode induzir resultados e interpretacGes erroneas. Desta
forma, de acordo com a literatura® " foi utilizado critério de classificacdo a partir do
indice de adiposidade, possibilitando a constituicdo de grupos com caracteristicas mais
homogéneas, destacando a identificagdo dos animais verdadeiramente controles e obesos,
conforme descrito na segdo “Material e Métodos”. O descarte dos animais pela auséncia de
adesdo ao critério estabelecido foi de 20% e 32% nos grupos controle e obeso,
respectivamente. Estes resultados estdo proximos aos encontrados na literatura que

utilizaram o mesmo critério de classificacdo®* .

4.2-Momento Inicial da Obesidade
Os resultados obtidos mostram que o tratamento com dieta hiperlipidica promoveu
obesidade a partir da 3* semana, corroborando com o0s achados de outros

pesquisadore3(92,ge)

, contudo, poucos investigadores que trabalham com modelo
experimental de obesidade, induzido por dieta, verificam o momento inicial de obesidade.
Este fato pode ocasionar erro de interpretacdo dos dados, principalmente em experimentos
de curta duracdo, por ndo discriminar o tempo de exposi¢édo a obesidade.

Cabe salientar que a diferenca significativa no peso corporal entre 0s grupos

observada a partir da 3% semana persistiu até o final do experimento, constituindo assim 15

semanas de obesidade.
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4.3-Perfil Nutricional

No periodo experimental, o tratamento com dieta hiperlipidica foi eficaz na
promoc¢do da obesidade caracterizada pelo aumento do indice de adiposidade, parametro
utilizado para diferenciacdo dos grupos, o qual utiliza o somatdrio dos depésitos de
gordura corporal. Os animais obesos apresentaram indice de adiposidade 170% maior que
0s animais controle. Estes resultados estdo de acordo com a literatura, que utilizam este
parametro na classificacdo da obesidade em roedores!®*68:69.96-101.102)

A dieta hiperlipidica, rica em acidos graxos insaturados utilizada neste
experimento, promoveu nos ratos obesos elevacdo do peso e da gordura corporal total. O
peso nos animais obesos aumentou 23% em relacdo aos animais controle, estes dados
corroboram com outros achados, que visualizaram elevacdo do peso corporal em ratos
alimentados com dieta hiperlipidica, por 15 semanas®®1%21%3),

Nos achados do presente estudo a gordura corporal total (g) foi 225% maior no
grupo obeso em relacdo ao grupo controle. Estes dados comparados com o peso corporal
final, que modificou apenas 23% entre 0s grupos, indica que esta variavel subestima o grau

de obesidade, assim o peso corporal, de acordo com alguns autores(®®%497:102)

, pode néo ser
um bom indicador de obesidade. Lin et. al.®**® avaliando camundongos tratados com dieta
hiperlipidica por 8, 15 e 19 semanas, demonstraram expressivo aumento dos depoésitos de
gordura quando comparados com o peso corporal, representando aumento de 30,5% no
peso corporal final versus 130% e 144% nos depositos de gordura epididimal e perirenal,
respectivamente™?.

Estudos mostram que o consumo de dieta rica em gordura é responsavel pelo

aumento da adiposidade, os autores relatam que uma dieta contendo >30% da energia

proveniente de gordura favorece a indugdo da obesidade, demonstrando relagdo positiva
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entre os niveis de gordura na dieta e o aumento nos depésitos de tecido adiposo®®1%21%) A

dieta hiperlipidica, utilizada neste estudo, apresentou teor energético de 3,65 Kcal/g versus
2,95 Kcal/g da dieta padrédo, gerando elevacdo de 24% no contedo cal6rico por grama.
Além disso, a dieta hiperlipidica apresenta 49,2% da Kcal proveniente de gordura (Quadro
1).

Pesquisadores identificam que uma dieta rica em gordura favorece o
desenvolvimento da obesidade, mesmo quando seu consumo é similar ao da dieta em
gramas(®®102103.106107) " hresente estudo mostrou menor ingestdo alimentar dos animais
obesos comparados ao grupo controle, resultando em ingestdo cal6rica semelhante entre os
grupos. Estes dados estdo de acordo com White et. al.*®® que mostram no grupo tratado
com dieta hiperlipidica consumo significativamente menor em gramas que o0 grupo dieta
padrdo, no entanto, quantidade caldrica similar entre os grupos.

Apesar do menor consumo alimentar e ingestdo caldrica semelhante entre os
grupos, a eficiéncia alimentar foi significantemente maior nos animais obesos em relagéo
aos animais controle. A eficiéncia alimentar tem sido utilizada para verificar a conversédo
da ingestdo alimentar em ganho de peso corporal®®). Desta maneira, mesmo sem
aumento na quantidade de alimento ingerido, € possivel o desenvolvimento de obesidade,
pois mudancas na composi¢do dos nutrientes da dieta, como aumento na quantidade de
lipideos, podem alterar a eficiéncia na utilizacdo do alimento e sua conversdo em tecido
adiposo®®1%1%9) - Os resultados mostram que a eficiéncia alimentar foi 38,5% maior nos
animais Ob. Os dados do presente estudo estdo em concordancia com diversas pesquisas
que verificaram maior eficiéncia alimentar, ganho de peso e tecido adiposo em animais
tratados com dieta hiperlipidica por 10 e 15 semanas® %1021 Estes achados possuem
relagdo com quantidade de gordura utilizada e com a densidade energeética por grama da

ragdo hiperlipidica e ndo em funcdo de uma provavel hiperfagia®*'%. Jequier™? relata
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maior potencial de eficiéncia alimentar decorrente do conteldo de gordura na dieta para
inducdo de ganho de peso, quando comparados a outras dietas com maior aporte de

carboidratos ou proteinas.

4.4-Comorbidades

Os resultados do presente estudo evidenciam algumas comorbidades relacionadas
com a obesidade experimental, como hipertrigliceridemia, intolerdncia a glicose,
hiperinsulinemia, resisténcia & insulina e hiperleptinemia®®3°70.72.76),

A obesidade acarreta dislipidemia caracterizada por niveis plasmaticos elevados de
triglicerideos (TG), colesterol e diminuicdo dos niveis séricos de HDL?  Neste
trabalho a obesidade acarretou elevacdo nos niveis de triglicerideos (TG), corroborando
com outras pesquisas realizadas em 8, 12 e 16 semanas, que mostram hipertrigliceridemia
nos animais obesos™3*'®). No entanto, difere de estudos que ndo identificaram diferenca
nos niveis de TG durante 12 e 30 semanas de obesidade®® 3°>11®) pesquisas apontam que
a concentracdo dos niveis de TG tem estreita relacio com a dieta, assim, a
hipertrigliceridemia visualizada no presente estudo pode ocorrer em consequéncia da
diminuicdo da absorgdo de TG pelos tecidos periféricos**>*19),

A pressao arterial sistélica final (PASF), no presente estudo ndo se alterou com a
obesidade. Os resultados estdo em concordancia com alguns autores®*%9%119) ¢ diverge
de outros que mostram elevacdo dos niveis da PASF®**). Nascimento et. al.®”, que
avaliaram a via endotelial em animais obesos, alimentados com dieta hiperlipidica por 30
semanas, mostram melhora no relaxamento endotelial, concomitante ao aumento da

biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), importante vasodilatador. A elevacao da sintese

de NO pode ser consequente da hiperinsulinemia e hiperleptinemia visualizada em animais
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obesos®”, esse fator pode ter sido determinante para a auséncia de hipertensdo arterial no
grupo Ob.

O teste de tolerancia a glicose mostrou que, apos sobrecarga glicémica, 0s animais
obesos apresentam area glicémica maior em rela¢do ao grupo controle, demonstrando que
a obesidade promoveu intolerancia a glicose, embora os valores da glicemia de jejum n&o
tenham demonstrado diferenca entre 0s grupos. Esses resultados estdo em consonancia
com trabalhos que mostram intolerancia & glicose decorrente da obesidade!!**''®). Os
achados do presente estudo mostram que a obesidade promoveu aumento nos niveis séricos
de insulina, embora ndo significante entre os grupos (p=0,06), além disso, houve
resisténcia a insulina no grupo Ob, conforme visualizado pelo maior HOMA-IR, indice
frequentemente utilizado como indicador de resisténcia  insulinica*®®. Assim, os
resultados do presente estudo mostram que a euglicemia foi mantida as custas da elevacao
de 82% nos niveis de insulina sérica. Pesquisas mostram que a obesidade induz estado de
resisténcia insulinica frente a insuficiéncia dos niveis normais deste horménio na regulacao
do metabolismo da glicose™?*??, este cenario induz as células B-pancreéticas secretarem
maiores quantidades de insulina, visando maior captacao de glicose, na tentativa de evitar a
hiperglicemia®®®. Ao longo do tempo as células B, podem sofrer exaustdo, acarretando
quedas nos niveis de insulina, com consequente hiperglicemia. A condi¢do de resisténcia a
acdo da insulina pode estar associada as anormalidades no transportador da glicose 4
(GLUT4) elou na via de sinalizacdo insulinica, responsavel pela translocacdo do
GLUT4®412 Estudos descrevem que a obesidade induzida por dieta tem sido correlatada
com disturbios no transporte de glicose, originada pela reducédo na expressao do GLUT4,
caracterizando cenario de resisténcia insulinicat*?**,

A presente pesquisa mostra que os niveis séricos de leptina foram maiores no grupo

Ob em relacdo ao C. Desde que, este horménio é secretado pelo tecido adiposo, alguns
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autores tém relatado que os niveis de leptina se correlacionam com a quantidade de

gordura corporal?"1%),

Nesta perspectiva, enquanto houve aumento de 225% na
quantidade de gordura corporal, a leptina aumentou 537% nos animais Ob em relagéo aos
animais C. Este resultado corrobora com outros autores que mostram que a reducdo de
10% no peso corporal resulta em 53% de diminuicdo nos niveis séricos de leptina, em
contrapartida, o aumento dos mesmos 10% de peso corporal acarreta elevacao de 300% na
concentracéo sérica de leptina®**. Pesquisas mostram que a leptina age no hipotalamo
no controle da saciedade*?*?%). No entanto, estudos relatam que individuos obesos podem
apresentar resisténcia a acdo da leptina®®"***%%)_ Nos achados do presente estudo fica
evidenciado que o papel da leptina no controle da saciedade, as custas da hiperleptinemia,

foi efetivo, uma vez que, os animais obesos ingeriram menor quantidade de alimento que o

grupo controle.

4.5- Remodelagdo Cardiaca

Os resultados desta pesquisa corroboram com outros autores®®® que mostram
maiores pesos isolados das camaras cardiacas nos animais Ob em relagéo aos animais C. O
presente estudo indica aumento de 12%, 35%, 22% e 12% nos pesos do coracgéo total, VD,
AT e VE, respectivamente. A remodelagdo cardiaca pode também ser avaliada
normalizando o peso do coracdo e de seus componentes pelo comprimento da tibia, uma
vez que, a curva de crescimento da tibia é independente da presenca lesdes patoldgicas
e/ou alteragBes no peso corporal do rato*®. Além disso, 0 aumento no peso das camaras
cardiacas, visualizado no presente estudo, sinalizam que houve hipertrofia cardiaca em
decorréncia do aumento de massa, desde que, ndo houve aumento do percentual de agua

nos tecidos cardiacos.
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A literatura relata que remodelacdo cardiaca em individuos obesos pode ser
decorrente de altas concentragGes de insulina, leptina, angiotensina Il, endotelina e
catecolaminas®*™%®). Algumas pesquisas demonstram que a insulina desencadeia processo
de hipertrofia cardiaca, estimulando a sintese e inibindo a degradacdo protéica no
coracdo*¥* Y conforme ilustrado na Figura 13. O processo de hipertrofia cardiaca
visualizado nos animais Ob, ap6s 15 semanas de experimento, pode estar relacionado ao
aumento de 82% nos valores séricos de insulina (C=1,09£79 vs Ob=1,99+37), apesar de
ndo demonstrar diferenca estatistica (p=0,06). A literatura relata que a insulina esta
relacionada com ativacdo da via AKT- mTOR, ligando-se ao seu receptor de superficie
(IR). Quando ativada, a via AKT- mTOR aumenta a sintese protéica, acarretando a
hipertrofia cardiaca*®'%2*) Além da insulina, a literatura também destaca que a leptina
induz hipertrofia em cardiomidcitos de roedores™*). Desta forma, considerando o quadro
hiperleptinémico apresentado pelos animais do presente estudo, a leptina destaca-se como
possivel preditor da hipertrofia cardiaca encontrada neste animais. Alguns autores mostram
que a leptina ao se ligar ao seu receptor (RL) presente em varios tecidos, inclusive no
coragdo, promove ativacdo das proteinas RhoA/ROCK e translocagdo da p38 MAPK para

o nucleo, acarretando hipertrofia em cardiomidcitos™**") (Figura 14).
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Figura 12. Via de sinalizagdo hipertrofica da insulina
em cardiomidcitos. Adaptado de Garcia JAD 2008.

Figura 13. Via de sinalizacdo hipertrofica em da
leptina cardiomiécitos. Adaptado de Zeidan 2011.



46



47

4.5.1- Expressdo Protéica do Sistema p-adrenérgico Miocardico

Diante da importante funcdo desempenhada pelo sistema p-adrenérgico na
regulacéo da performance cardiaca, seus componentes tém sido investigados, em situacdes
patoldgicas, incluin do diabetes e insuficiéncia cardiaca, uma vez que alteracGes na
expressdo e/ou atividade dos receptores p-adrenérgicos e da proteina G promovem

anormalidades funcionais®" %,

Na obesidade estudos sugerem que o prejuizo funcional cardiaco pode ser
decorrente da menor ativagdo no sistema p-adrenérgico®>®4®®  Cabrol et.al.4®
utilizando modelo canino de obesidade, relacionam a disfuncdo sistélica com menor
afinidade dos receptores adrenérgicos. Leopoldo et.al.® avaliando ratos obesos, por dieta
hiperlipidica insaturada, sugerem que a disfuncdo miocardica decorrente do prejuizo na
atividade dos canais de célcio do tipo L estd relacionada com alteracbes no sistema f-

adrenérgico.

A transcricdo de sinal ou sinalizacdo responsavel por desencadear as acGes do
sistema f-adrenérgico no miocardio ocorrem desde que as catecolaminas ou um agonista
adrenérgico liga-se a seu receptor, atuando como primeiro mensageiro na via p-
adrenérgica. Este estimulo extracelular intermediado pela acdo da proteina de ligacdo Gsa e
sua agdo sobre a adenilato cliclase, regulam a concentracdo de AMPc intracelular, segundo
mensageiro, nesta cascata de sinalizacdo. O aumento deste segundo mensageiro acarreta
ativacdo da PKA, responséavel por fosforilar proteinas fundamentais na cinética do Ca*?
intracelular. Essa cascata de eventos acarreta modificagdes na funcdo de proteinas
incluindo os canais de calcio do tipo L“**?), fosfolambam®”, troponina 1“®, e os receptores

(49,50)

de rianodina, alterando atividade cardiaca Desta forma, na célula cardiaca os

receptores f-adrenérgicos e a proteina Gsa participam ativamente de diversas funcoes
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intracelulares, modulando a fungdo cardiaca pela regulacdo dos processos de contracdo e

relaxamento miocardico®®*",

O periodo de obesidade induzido por dieta hiperlipidica neste experimento, nao
alterou de maneira significativa a expressao proteica dos componentes da via S-adrenérgica
investigados. Os receptores adrenérgicos f-1, -2 e a proteina Gsa foram semelhantes entre
0s grupos Ob e C, ap6s 15 semanas de exposicdo a obesidade. Na obesidade, induzida por

dietas com alta densidade energética®*¢549

, poucos estudos avaliaram os componentes do
sistema p-adrenérgico. Estudos de Carroll et. al.®® avaliando coelhas obesas por 12
semanas, mostram reducdo da resposta contratil cardiaca a estimulacdo S-adrenérgica, no
entanto, sem alteracdo na densidade e afinidade dos receptores(64'65). Pesquisa realizada em
modelo suino de obesidade, alimentado por 50 semanas com dieta hiperlipidica, ndo
identificou diferenca nos niveis de RNAm dos receptores -1 e -2 analisados por PCR em
tempo real. Em contraste, a expressao protéica obtida pela técnica de western blot,
demonstrou diminui¢do do nimero de receptores -1 e -2 no ventriculo esquerdo(“g). @)
autor salienta que a menor expressdo dos receptores adrenérgicos pode estar relacionada
com altas concentracdes séricas de catecolaminas“. O aumento da atividade do sistema
simpatico poderia causar prejuizo dos receptores S-adrenérgicos e modificar suas estruturas
secundarias e terciarias®*®. Dincer®™? destaca ainda, que o estado hipercatecolaminérgico,
frequentemente visualizado em individuos com alto risco cardiometabdlico, desencadeia
modificacbes protéicas reversiveis e irreversiveis nas superficies dos receptores. No
entanto, os niveis de catecolaminas em sujeitos obesos sdo controversos na literatura.
Pesquisa realizada por Zouhal et. al.®*® no encontrou diferenca significativa nos niveis de
catecolaminas circulantes em adolescentes obesas e com sobrepesot*®”. Entretanto,

resultados encontrados por Jabbour et. al.**Y mostram diminuicdo nos niveis séricos de

catecolaminas em adolescentes com sobrepeso e obesidade®™®. Contudo, pesquisa em
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modelo de obesidade por dieta hiperlipidica, aponta elevagdo nos niveis plasméticos de
catecolaminas em animais alimentados com dieta rica em banha de porco, indicando

correlagéo entre o tipo dieta e a concentragdo de catecolaminas circulantes™?.

Outro possivel fator aventado pela literatura refere-se ao papel da leptina sobre a
modulacdo do sistema p-adrenérgico. Estudo em modelo de obesidade genética (ob/ob)
mostra prejuizo funcional de resposta f-adrenérgica, com concomitante diminuicdo na
expressao da proteina Gsa, no entanto, os autores ndo encontraram alteragdes na expresséo
proteica dos receptores -1 e /3-2(153). Cabe ressaltar que os animais geneticamente
modificados (ob/ob) apresentam deficiéncia de leptina. Desde que a literatura relata que
obesidade humana esta associada a hiperleptinemia, os autores destacam que o0s desaranjos
na sinalizacdo do sistema p-adrenérgico, foram mediados pela deficiéncia de leptina.
Assim, os animais ob/ob que receberam administracdo de leptina exdgena restauraram a
quantidade de proteina Gsa expressa no miocardio®™®. A auséncia de alteracdes na
expressdo dos componentes do sistema S-adrenérgico visualizada no presente estudo pode

ser decorrente do estado hiperleptinémico visualizado nos animais obesos.

Embora os componentes do sistema f-adrenérgico ndo tenham sido modificados
pela obesidade no presente estudo, algumas pesquisas sugerem que a disfungdo cardiaca
encontrada em animais obesos pode ter relagdo com outros componentes da via de
sinalizacdo S-adrenérgica. Os autores relatam a concentracdo de AMPc e a fosforilagdo da
PKA como possiveis responsaveis pelas alteragbes no transito de calcio
miocardico®****1%0)  pesquisa realizada por Carroll et.al.®™* indica que a disfuncéo
miocardica estd relacionada aos componentes que se localizam pos-complexo f-
receptor/proteina Gso, indicando menor atividade da adenilato ciclase. Outro estudo,
observou diminuicdo na atividade da PKA nos animais ob/ob, sugerindo desta forma que

as possiveis alteracdes na performance cardiaca podem ter associacdo com a atividade
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desta protefna e/ou sua fosforilagdo, alterando desta maneira o transiente de Ca*? cardiaco,

com consequente disfuncdo miocardica®?.

Importante destacar que a investigacdo do sistema pS-adrenérgico na obesidade
motivou-se pelos resultados encontrados por Lima-LeopoIdo(93), que indicou diminuicéo da
expressdo do fosfolambam fosforilado (pPLB) em animais alimentados com dieta
hiperlipidica por 15 e 30 semanas. Esses achados referem-se ao pPLB na serina 16, que por
sua vez, € dependente da fosforilacdo pela concentracdo de AMPc via PKA estimulada
pela cascata de sinalizacdo S-adrenérgica. Nesta via, os resultados encontrados por Minhas
et. al.*®*¥ também destacam reducdo da fosforilacdo do PLB, devido a menor fosforilagdo

da PKA em animais geneticamente obesos.

Desta maneira, trabalhos futuros sdo necesséarios para avaliar a influéncia da
obesidade induzida por dieta sobre os componentes da via $-adrenérgica localizados pos-
complexo pS-receptor, bem como, mensurar 0s niveis de catecolaminas em modelos de

obesidade por dieta hiperlipidica insaturada.
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5 CONCLUSAO

A obesidade induzida por dieta hiperlipidica insaturada, por 15 semanas, ndo

promove alteracbes na expressdo protéica dos receptores S-adrenérgicos, -1 e -2 e

proteina Gsa.
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