
  

AAnnaa  PPaauullaa  LLiimmaa  LLeeooppoollddoo  
   

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

IINNFFLLUUÊÊNNCCIIAA  DDAA  OOBBEESSIIDDAADDEE  SSOOBBRREE  AA  EEXXPPRREESSSSÃÃOO  

GGÊÊNNIICCAA  DDAASS  PPRROOTTEEÍÍNNAASS  RREEGGUULLAADDOORRAASS  DDOO    

TTRRÂÂNNSSIITTOO  DDEE  CCÁÁLLCCIIOO  MMIIOOCCÁÁRRDDIICCOO    

 

 
 
 
 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 
“Fisiopatologia em Clínica Médica” da Faculdade de 
Medicina de Botucatu - Universidade Estadual Paulista, 
para obtenção do título de Mestre. Área de Concentração: 
Cardiologia 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

UNESP- Universidade Estadual Paulista 
Faculdade de Medicina de Botucatu 

Departamento de Clínica Médica 
2007 



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



  

Ana Paula Lima Leopoldo 
   

 

 
 
 
 
 

IINNFFLLUUÊÊNNCCIIAA  DDAA  OOBBEESSIIDDAADDEE  SSOOBBRREE  AA  EEXXPPRREESSSSÃÃOO  

GGÊÊNNIICCAA  DDAASS  PPRROOTTEEÍÍNNAASS  RREEGGUULLAADDOORRAASS  DDOO    

TTRRÂÂNNSSIITTOO  DDEE  CCÁÁLLCCIIOO  MMIIOOCCÁÁRRDDIICCOO    

 

 
 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 
“Fisiopatologia em Clínica Médica” da Faculdade de Medicina 
de Botucatu - Universidade Estadual Paulista, para obtenção do 
título de Mestre. Área de Concentração: Cardiologia 

 
 
 

 
 
 
 
 

Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos Cicogna 

    Co-orientadora: Profa. Dra. Célia Regina Nogueira 
 

 
 
 
 
 
 

BOTUCATU  
 2007 

 
 



  

        DEDICATÓRIA 

 

��������������������������������		

��������������������		����		��

��		��		�� ��		

���� ����������

������ ������ �������� ����������		����		���� ����������		���� ������



����������		������������ ������������ ������ ������ ��������������������

���� ������		�� ��

����		��

��

��		��������������������		��		��		������		��		����������������������

������������ ��		  ������ 		�� ��

����������!!		�� �������� �������� ��""������������ ���� ������ ������

��������������������

���� ���������� �������� ������������������ ##$$��

��		��		�� �������� ������������ ������

��		

������		

������		��		��

������������������������������������������������������%%��

  

����������������������������		��

��������������&&������

������		�� ������

��		!!������ 		�������� ���� �������� ��������		����

����		���� ������		��

����		''����((��

		���� ��		������

  		�������� ���� 

����������

��		�������� ��		��		�� 		������ ������

����������!!���� ���� ����������

����		���� ##$$��

��		��		�� ���������� �������� $$������ ��������������

��������		��������		���� ��		��		�� �������� ������		�� ��		��

����		��		�� ��������

��		��������

��������������������������

 

������������������������������������������))����

����		��		��		��		����		��**��

		������

++

�������� ,,		��

		���� ��		������ ,,

��

		������ --����		���� ���� ..		

������ �������� ����������

		����

������ ��������

��		�� ���� 		���������� ��������$$

�������� ������		�������� ��		

���� ������		��

����		��		����		����

����		����

��		������������������������������		��������		

������

  

����������������������������������������������))����		��**��

		��--��������������������

		������		�� ��		��$$&&���� ��

����		�� ��		��**��

		���� ++//��

		���� 00������		����������

��

���������� ���� 11������		���� ������������ ������������������ ������ ����������������		!!������

		��

  		������ ���� ����������		�������� ���������������� ��������

����		������ ))�� ����		��������

		��

��		���� 22��������		��		%%�� ���� ������������������		�� --����

		��		�� 11		����������

����

���������� 

����������

������ ���� 		��""**��

���� ����������		�������� �������� ���� 

�������������� ))��

��

		�� 33��  		�� ���������� ����		�������� ��		��

���������� ,,

����		�� ����������		��

		����

��		!!������

i 



  

AGRADECIMENTOS 

 

���341�� ������� ��������� ����
��	� �
�	�� 
���
�	�������� �	�
���� �� ��� �	���� ���!	� ��

�����
�	����	�	������	������$����������

 
���	���
������ �����
	�� 	�� ���� ��
���	���� 5����� ���� �����
�� .	����� .
����	�� ���	�

�������
�	��� ��� 	�����
 	���� 	�
 	��� �� ����
	�!	�� 1��� �"������ �"������ ��	� �������	�


�������
	���$����������������
�����������	��������
��
��	���,
��	������	�	��
�	!���

 

)�5���	����	��.&�
	�6��
�	������
�	�����	���7��
���	!����
����
$
�
�	�����	��
�������	�����

���� ���� ����� 	� ���
������	�� ����� ��	$	����� #$�
�	�	� ���	� �
����
$
�
 	!�� ��� ����

�	$��	�(�
�����������������
�	���������

 

��� 5����� .	����� 6�$����� 5	���	�
�� ���	� �����
��� ��� 	�	�
	�� ������ ��� ������	���� ������

��	$	�����#$�
�	�	����	�	�
 	����
�����
���������	����
�	������	�������*	����8
����	�*��
�	���

 

���5���������,��
��1��
 	9
�����	���	�	'��	�����	����	��	�����	�������	���	�	�������

.
����	��#$�
�	�	����	��
����
$
�
�	�����	��
��������
	
���	�	�	������������������	$	������

 

���5���������6�$����0�	��
����.	��	�����������������	�"*�
���	�	�����
 	�������8
����
	�

,������	���#$�
�	�	����	�	�
 	������	�
���
	�������	��	����	�	������	������
�	��

 

���� ��������	�
������� 2-	$�.
�%:�����&��	��
�������1*��
��������	�������	����	���
'����

,	�������6
�	�����;�	$����#��	�������	���	��6��	����	��.�
��
	�	������
����#$�
�	�	����	�

	�
 	��� �� ����
����
	�� #� ��	$	���� ��
� ��	����� �	�� �����	��� ��� 	����
	�� �
������ ��

��
��
�	������� �
�	�	��� )� �	���
��	� �	� 8
�,��:� 6��	�	�� 5	��	�� -����	�� ,	�
	� +����	��

��
����1	�������1���
�������������	'��	�	��	����������������$���	��������	 
	���
���������

��	����	�����	�����	��������	���+������������	$����	
����������
���&����������
�*�
��&�	�

�(�7��	��	!������	�����	��
	�����	�
�����

�

ii 



  

����	�
�������-	$��	�(�
��3"���
����	�����.�*�
�	�,&�
�	�����&�.	������,��
���3���
 ���

1	���	���
��������&���	���
����6��&�
������-	��	��.	�
�	���.��
�	�����	�	'��	���	��	������

����*�
���3��	������
�	�&�������	��������	$	����������'�������	�������	!�����	�	�
 	������

�����	��������������,�
����$�
�	�	��

 

����5����������<��	���.	��	�	���,	�
�	�5��
�
�#9���
�����	����*�
�	����������=������	������

�"	��������	�
�
�	!������������
$�*�	���	�	���	��
���	��������������	$	�����

 

����5����������>	�	��
�#9���
���,	��
��	��5	
�1
��	����	�	���!�������	$��	!���

 

4�� 	��	���
������ �	�
������ �� �����
	��� 	��� ����
����
��� ��� ���	��	������ ��� .�*�
�	�

,&�
�	:���	�,	�
	�,�������8�����.&�	��?������	�1
��	��8��������&�0	'
���
�����"	�����

-�
��-����
����-	��	�����	���./�	�	��6��	���8������5���
�	� ��3�
�/����	���	���
�	��	�

1
��	� �� 	��� ����
����
��� �	� ������	�
	� ���5(�7?�	��	!�:�6��
�	� .&�
	� 1�	�
��� -*�
	�� .��

�	�	��8����������	���������@�����	���������1
��	�����	��	�	���5
���
���1	������#$�
�	�	����

���	������	����	$��	!����������������	�	��	��������	����
��	�����������������������

 

���	��!��	��.�5�������	�"*�
���
�	���
����

iii 



  

EPÍGRAFE 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

"Se enxerguei mais longe, foi porque me apoiei  
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        RESUMO 

 

A obesidade é caracterizada pelo acúmulo excessivo de gordura corporal, representando um 

problema de abrangência mundial que afeta principalmente países industrializados. As co-

morbidades acarretadas pela obesidade resultam em conseqüências econômicas para a saúde 

pública e estão associadas com prejuízo da qualidade de vida e aumento da mortalidade. 

Pesquisas clínicas mostram que o excesso de gordura acarreta diversas anormalidades 

cardíacas, as quais se relacionam com a duração e intensidade da obesidade. Modelos 

experimentais, como a obesidade induzida por dieta hipercalórica, têm sido utilizados para o 

estudo das alterações moleculares, bioquímicas, morfológicas e funcionais acarretadas pelo 

acúmulo de tecido adiposo. Em razão da carência de estudos relacionando obesidade por dieta 

hipercalórica e cálcio intracelular miocárdico, o objetivo deste estudo foi analisar a expressão 

gênica das proteínas do sarcolema, canal L e trocador Na+/Ca2+ (NCX), e do retículo 

sarcoplasmático, ATPase de cálcio (Serca 2a), receptor rianodina (RyR), fosfolambam (PLB) 

e calsequestrina (CSQ2), envolvidas na regulação do cálcio intracelular miocárdico de ratos 

obesos. Ratos Wistar machos, com 30 dias, foram randomizados em dois grupos: controle (C; 

n=13) e obeso (Ob; n=13). O grupo C recebeu ração Labina (3,3 Kcal/g) e o Ob um ciclo de 

cinco dietas hipercalóricas (� 4,5 kcal/g) durante 15 semanas. Foram analisados: peso 

corporal final (PCF), porcentagem de gordura da carcaça (% GC), pressão arterial sistólica 

final (PA), peso dos ventrículos esquerdo (VE) e direito (VD) e as relações VE/PCF e 

VD/PCF. O perfil glicêmico foi estimado pelo teste de tolerância à glicose (GTT) e os níveis 

plasmáticos de insulina e leptina avaliados por ELISA. A expressão gênica das proteínas 

envolvidas no trânsito de cálcio foi analisada por RT-PCR. Os dados foram expressos em 

média ± desvio padrão e submetidos ao teste t-Student, com nível de significância de 5%. O 

resultado da PA mostra que os animais do grupo Ob não ficaram hipertensos. O grupo Ob 
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apresentou PCF, %GC, VE e VD maiores do que os animais C. Entretanto, quando o VE e 

VD foram normalizados pelo PCF, os resultados foram similares entre os grupos. O perfil 

glicêmico e os níveis de leptina e insulina foram elevados no grupo Ob em relação aos 

animais C. O estudo da expressão gênica das proteínas reguladoras do trânsito de Ca2+ 

mostrou que a obesidade promove aumento dos níveis de RNAm da Serca 2a, RyR e PLB. No 

entanto, os níveis de RNAm do canal L, do NCX e da CSQ2 foram semelhantes entre os 

grupos. Em conclusão, a obesidade acarreta aumento da expressão gênica das proteínas do 

retículo sarcoplasmático, Serca 2a, RyR e PLB, envolvidas na homeostase do cálcio 

intracelular miocárdico. 

 

Palavras-chave: obesidade, dieta hipercalórica, coração e trânsito de cálcio. 
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        ABSTRACT 

 

The obesity is characterized by the extreme accumulation of corporal fat, representing a 

problem of world-wide embracing that mainly affects industrialized countries. The co-

morbidities caused by the obesity result in economic consequences for the public health and 

they are associated with damage of the life quality and increase of mortality. Clinical research 

shows that the fat excess causes diverse heart abnormalities, which relates with the duration 

and intensity of the obesity. Experimental models, as the induced obesity by high fat diet, 

have been used for the study of the molecular, biochemical, morphologic and functional 

alterations caused by the accumulation of fat tissue. In despite of the lack of studies relating to 

obesity by high fat diet and myocardium intracellular calcium, the objective of this study was 

to analyze the expression gene of sarcolemal proteins, L type channel and exchanger Na+/Ca2+ 

(NCX), and of the sarcoplasmic reticulum, ATPase of calcium (Serca2a), ryanodine receptor 

(RyR), phospholamban (PLB) and calsequestrin (CSQ2), involved in the regulation of 

myocardium intracellular calcium of obese rats. Male Wistar rats, with 30 days, were 

randomly in two groups: control (C; n=13) and obese (Ob; n=13). Group C received a control 

low-fat diet Labina (3,3 Kcal/g) and the Ob cycles from five high fat diets (4,5 kcal/g) during 

15 weeks. Final corporal weight (FBW), percentage of fat of the carcass (%CF), final systolic 

blood pressure (SBP), weight of the left ventricles (LV) and right (RV) and the ratio LV/FBW 

and RV/FBW were analyzed. The profile glucose was esteemed by the oral glucose tolerance 

test (GTT) and the insulin and leptin plasma levels evaluated by ELISA. The expression gene 

of Ca2+ cycling proteins was analyzed by semi-quantitative RT-PCR. The data were expressed 

in means ± SD and submitted to test "t" of Student, with level of relevant of 5%. The result of 

the SBP was that the animals of the Ob group had not been hypertensive. The Ob group 

presented FBW, %CF, LV and bigger RV than animals C. Notwithstanding, when LV and RV 
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were normalized by the FBW, the results were similar between the groups. The profile 

glucose and the leptin and insulin levels were raised to the Ob group in relation to animals C. 

The study of the expression gene of Ca2+ cycling proteins showed that the obesity promotes 

increase of the levels of RNAm of the Serca2a, RyR and PLB. However, the levels of RNAm 

of canal L, the NCX and the CSQ2 had been similar between the groups. Conclusion, the 

obesity causes increase of the expression gene of proteins of the sarcoplasmic reticulum, 

Serca2a, RyR and PLB, involved in the homeostasis of myocardium intracellular calcium. 

 

Keywords: obesity, high fat diet, heart, calcium cycling.  
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1- INTRODUÇÃO 

 

A obesidade é caracterizada pelo acúmulo excessivo de gordura corporal, 

representando um problema de abrangência mundial que afeta principalmente países 

industrializados.(1-3) Atualmente mais de um bilhão de pessoas apresentam sobrepeso, sendo 

que, mais de 30% desta população é obesa.(4) No Brasil, segundo a Pesquisa de Orçamentos 

Familiares do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística,(5) aproximadamente 40 milhões 

de pessoas têm sobrepeso e, deste grupo, 10,5 milhões são obesos. A pesquisa relata ainda, 

que 35% da população adulta brasileira se tornará obesa em 2025, refletindo-se em 

conseqüências econômicas para a saúde pública.  

A etiologia da obesidade é multifatorial, sendo que a associação de fatores genéticos, 

metabólicos, comportamentais e ambientais contribui para o aumento do peso corporal. O 

comportamento adquirido pela moderna sociedade industrializada, envolvendo o 

sedentarismo, os hábitos alimentares inadequados ou a combinação de ambos tem levado ao 

aumento da prevalência da obesidade.(6-8)  

A obesidade é um fator de risco para muitas complicações médicas, como diabetes 

mellitus tipo 2, dislipidemias, doenças cardiovasculares, respiratórias, digestivas, 

osteoarticulares, renais, psicológicas, ginecológicas, obstétrica e estados pró-trombóticos e 

inflamatórios,(4,9,10) as quais estão associadas com prejuízo da qualidade de vida e aumento da 

mortalidade.(11)  

O tecido adiposo deixou de ser considerado apenas um depósito passivo dos estoques 

de triacilglicerol e fonte de ácidos graxos livres, mas um ativo órgão endócrino e parácrino, 

com múltiplas funções, que secreta diferentes adipocinas.(12) Estas proteínas, leptina, 

adiponectina, fator de necrose tumoral α (TNF-α),  interleucina 6 (IL-6), resistina, 

angiotensinogênio e inibidor do ativador de plasminogênio (PAI-1) participam de diferentes 
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processos, como metabolismo de lipídeos e glicose, regulação da ingestão alimentar, do 

balanço energético, do tônus vascular e da ação da insulina.(12-14) O aumento da leptina e 

insulina acarreta maior ativação do sistema nervoso simpático.(6)  

Pesquisas clínicas mostram que o excesso de gordura acarreta diversas anormalidades 

cardíacas, as quais se relacionam com a duração e intensidade da obesidade.(15-18) Estudos em 

seres humanos mostram que a obesidade, na presença(15,19-23) ou ausência de co-

morbidades(3,16-18,24-28) como hipertensão arterial, intolerância à glicose e dislipidemia, 

promove alterações morfológicas, hemodinâmicas, e funcionais cardíacas. Diferentes autores 

mostraram que a obesidade acarreta remodelação excêntrica(15-17,19-21,24,26-28) ou concêntrica do 

ventrículo esquerdo,(19) aumento da freqüência cardíaca, do volume total sangüíneo, do 

retorno venoso, do débito cardíaco, modificações da reatividade vascular(15-17,19-21,24,26-28). e 

disfunção diastólica ventricular esquerda.(3,19,20,22,24,25,27,28) A avaliação da função sistólica 

apresenta resultados controversos. Assim, enquanto alguns autores encontraram o 

desempenho preservado,(3,21,25,28) outros constataram aumento(24,27) ou diminuição da função 

sistólica.(16-18,20)  

Diversos modelos experimentais têm sido utilizados para estudar a relação obesidade e 

função cardiovascular. Estudos em modelos genéticos com ratos Zucker(29-31) e camundongos 

deficientes de leptina Lep/Lep (ob/ob)(32-35) geralmente apresentam disfunção do ventrículo 

esquerdo.(29-35) Entretanto, por estes animais não apresentarem anormalidades exibidas em 

humanos obesos,  o modelo de  obesidade por dieta hipercalórica tem sido utilizado para a  

análise da função cardíaca.(36-43) Assim, autores utilizando ratos submetidos à dieta 

hipercalórica de 7 a 14  semanas constataram que o desempenho cardíaco pode estar 

preservado,(36-40) aumento(41) ou diminuído.(42,43) 

 Os mecanismos responsáveis pelas alterações do desempenho cardíaco em modelos 

de obesidade genética ou por dieta não estão estabelecidos. Assim, acúmulo de colágeno 

2 



    

intersticial miocárdico,(36,44,45) lipotoxicidade,(31,33,41) apoptose,(38) alteração na via �-

adrenérgica(43,46) e no trânsito de cálcio intracelular(30,35,42,46) têm sido sugeridos como fatores 

responsáveis pelas anormalidades cardíacas.  

O trânsito de cálcio (Ca2+) intracelular é um dos principais mecanismos reguladores do 

ciclo de contração e relaxamento cardíaco.(47) Enquanto a rápida elevação do Ca2+ citosólico 

induz a contração, sua diminuição provoca o relaxamento. A contração cardíaca inicia-se com 

a abertura dos canais do tipo L sarcolemal (Canal L), e o conseqüente influxo de Ca2+ 

desencadeia liberação de grande quantidade de Ca2+ do retículo sarcoplasmático (RS) pelos 

receptores rianodina (RyR). O aumento do Ca2+ citosólico possibilita a ligação desse íon com 

troponina C (TnC) e a interação actina-miosina. A intensidade da contração depende da 

quantidade e da responsividade dos miofilamentos ao Ca2+. O relaxamento inicia-se quando a 

concentração intracelular de Ca2+ é reduzida, principalmente, pela recaptação do Ca2+ pela 

ATPase de Ca2+ do RS (SERCA2). A função da SERCA2 é regulada pela fosfolambam (PLB) 

que, em seu estado fosforilado, permite a recaptura do Ca2+ pela SERCA2.(47) O cálcio 

captado pelo RS é armazenado em altas concentrações em proteínas de estoque, como a 

calsequestrina (CSQ2), antes de ser novamente liberado pelo RyR. Outras proteínas, como o 

trocador Na+/Ca2+ (NCX) e a bomba de Ca2+ do sarcolema de participam da regulação do 

efluxo de Ca2+ miocárdico. Desta forma, a atividade de diferentes canais e bombas localizados 

no sarcolema e no RS regulam o trânsito de Ca2+ intracelular, modulam a contratilidade e o 

relaxamento do miocárdio (Figura 1). (47) 
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A relação entre obesidade e o trânsito de Ca2+ intracelular tem sido estudada por meio 

de técnicas de biologia molecular, as quais tornam possível o entendimento dos mecanismos 

responsáveis pelas alterações no desempenho miocárdico. Os raros estudos que avaliaram as 

proteínas envolvidas na homeostase intracelular de Ca2+ miocárdico em modelos 

experimentais de obesidade, genéticos(31,35,46) ou por dieta hipercalórica,(42,48) apresentaram 

resultados divergentes. Enquanto alguns autores utilizando ratos geneticamente obesos, 

Zucker e lep/lep (ob/ob), observaram que os níveis de expressão gênica e protéica da Serca 2a 

estavam preservados(31,35), Minhas et al(46) verificaram em ratos ob/ob  elevação da expressão 

protéica da Serca 2a. Por outro lado, Relling et al(42) avaliando a expressão das proteínas 

reguladoras do trânsito de cálcio na obesidade dietética, verificaram que ratos Sprague-

Dawley alimentados com  dieta hipercalórica por 12 semanas apresentaram aumento da 

expressão protéica da Serca 2a e do PLB. Entretanto, Philip-Couderc et al(48) observaram 

 

 

Figura 1. Representação esquemática da mobilização de Ca2+ durante a contração e o 
relaxamento miocárdico. Serca 2a: ATPase de Ca2+ do retículo sarcoplasmático;  PLB: 
fosfolambam;  RyR: receptor rianodina;  CSQ: calsequestrina; NCX: trocador 
Na+/Ca2+e  Canal L: canal lento de Ca2+. Modificado de Aline Villa Nova Bacurau, 
2006. 
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diminuição da expressão gênica da Serca 2a e do PLB(48) em cães obesos alimentados por 9 

semanas de dieta hipercalórica. 

Em razão da carência de estudos relacionando obesidade por dieta hipercalórica e as 

proteínas do trânsito de cálcio intracelular miocárdico, neste estudo foi avaliado a expressão 

do ácido ribonucléico mensageiro (RNAm) das proteínas reguladoras do trânsito de cálcio no 

miocárdio de ratos obesos.  
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2- OBJETIVO 

 
 

 O objetivo deste foi analisar a expressão gênica das proteínas do sarcolema, canal 

L e trocador Na+/Ca2+, e do retículo sarcoplasmático, ATPase de cálcio, receptor rianodina, 

fosfolambam e calsequestrina, envolvidas na regulação do cálcio intracelular miocárdico de 

ratos obesos. 
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        3- MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1-Animais e Protocolo Experimental 

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética Experimental em 

Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP. 

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com 30 dias de idade, 

provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” 

de Botucatu. Os ratos foram randomizados em dois grupos: controle (C; n=20) e obeso (Ob; 

n=20). Os animais C receberam ração comercial Labina (Purina, Paulínia, SP, Brasil) e os Ob 

ciclos de cinco dietas hipercalóricas, padronizadas neste laboratório,(49) que se sucediam de 

forma rotativa, semanalmente, por um período de 15 semanas. A rotatividade das dietas teve 

como finalidade alterar a palatabilidade e, conseqüentemente aumentar a ingestão alimentar e 

o ganho de peso. Ambos os grupos receberam água ad libitum. A ingestão alimentar dos 

animais foi controlada diariamente e o consumo de água mensurado semanalmente. Os 

animais foram pesados semanalmente, utilizando-se uma balança digital Mettler @ modelo 

Spider 2. 

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de polipropileno forradas com 

maravalha de Pinus esterilizada, em ambiente com temperatura controlada de 24 °C e 

submetidos a ciclos de iluminação de 12 horas. 

 

3.1.1 - Critério de exclusão dos ratos nos grupos controle e 

obeso 

Na experimentação biológica, em especial nos estudos com animais, mesmo quando 

mantidas as condições laboratoriais, não está assegurada uma resposta homogênea nos grupos 

experimentais. Animais que recebem o mesmo tratamento podem mostrar variabilidade de 

resposta. Neste sentido, ratos submetidos às dietas padrão e hipercalórica podem apresentar, 
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em maior ou menor escala, características comuns de respostas. Por essa razão, torna-se 

necessário estabelecer critérios que possibilitem a separação dos animais. A exclusão dos 

animais nos grupos controle e obeso foi realizada após as 15 semanas de tratamento, por meio 

de dois critérios: 

 1- ingestão alimentar semanal (IAS): estabeleceu-se um intervalo de 95% de 

confiança (IC) para a média da IAS dos ratos controle e obeso.  Excluiu-se do grupo controle 

os animais com IAS acima do limite superior do respectivo grupo por um período igual ou 

superior a 12 semanas. O mesmo procedimento de exclusão ocorreu para os animais do grupo 

obeso; entretanto, nesse grupo foram excluídos os ratos com IAS abaixo do limite inferior do 

respectivo grupo; 

 2- peso corporal final: para os animais não excluídos pelo critério de IAS 

estabeleceu-se um IC de 95% para a média do peso corporal final dos animais controle e 

obeso. Adotou-se como ponto de separação (PS) entre os grupos, o ponto médio entre o limite 

superior do controle e o limite inferior do obeso, sendo excluídos do grupo controle os 

animais com peso corporal acima do PS e do grupo obeso os animais com peso corporal 

abaixo do PS. 

 

3.2 – Composição das dietas padrão e hipercalórica 

As dietas experimentais seguiram as especificações do guia “Nutrient requirements of 

the laboratory rat” para ratos de laboratório.(50) As dietas hipercalóricas, 1, 2, 4, e 5 foram 

constituídas de uma mistura de pó de ração comercial Labina, alimentos industrializados e 

suplementação de proteínas, vitaminas e minerais. A mistura foi homogeneizada com água, 

transformada em pellets, seca em estufa ventilada Fanem® à temperatura de 55 ± 5 ºC e, 

posteriormente, armazenada em freezer (Metalfrio, Double Action, Brasil) à -20 ºC. A dieta 3 

foi composta pela dieta padrão, e a água oferecida aos animais foi acrescida de sacarose na 
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concentração de 300 gramas por litro. Os ingredientes utilizados no preparo das dietas estão 

apresentados nos Quadros 1- 5.  

O estudo bromatológico para a análise da composição nutricional das dietas, padrão e 

hipercalóricas, foi realizado no Laboratório de Melhoramento e Nutrição Animal da 

Faculdade de Ciências Agronômicas da Unesp – Botucatu, e está apresentado no Quadro 6.(51) 

 

 

Quadro 1- Ingredientes da dieta 1 
Ingredientes Peso (g) 

Pó Labina (Purina/ SP) 355 

Amendoim torrado 176 

Caseína 123 

Óleo de milho 82 

Achocolatado 88 

Bolacha Maisena 176 

Total 1000 
Para cada kg de ração foram acrescentados: ferro, 19,4 mg; potássio, 
138,4 mg; selênio, 73,1 µg; sulfato de molibdênio, 150,0 µg; 
vitamina A, 769,21 µg de equivalente de retinol (RE);  vitamina B6, 
6 mg; vitamina B12, 34,6 µg; vitamina D, 61,53 µg de equivalente de 
calciferol; vitamina E, 73,3 mg de �-tocoferol e biotina, 120 µg. 
 
 
 
 

Quadro 2- Ingredientes da dieta 2 
Ingredientes Peso (g) 

Pó Labina (Purina/ SP) 439 

Amendoim torrado 218 

Caseína 129 

Óleo de milho 61 

Batata frita 153 

Total 1000 

Para cada kg de ração foram acrescentados: ferro, 26,7 mg; selênio, 
62,7 µg; sulfato de molibdênio, 150,0 µg; vitamina A, 704,14 µg de 
RE; vitamina B6, 6 mg; vitamina B12, 32,5 µg; vitamina D, 56,33 µg 
de equivalente de calciferol; vitamina E, 67,2 mg de �-tocoferol e 
biotina, 110 µg. 
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Quadro 3- Ingredientes da dieta 3 
Ingredientes Quantidade 

Ração Labina (Purina/ SP) Ad libitum 

Água + açúcar 300 g sacarose/ litro água 

 

 

Quadro 4- Ingredientes da dieta 4 
Ingredientes Peso (g) 

Pó Labina (Purina/ SP) 371 

Amendoim torrado 185 

Caseína 99 

Óleo de milho 68 

Macarrão instantâneo 185 

Queijo ralado 92 

Total        1000 

Para cada kg de ração foram acrescentados: ferro, 24,1 mg; potássio, 
35,6 mg; selênio, 70,8 µg; sulfato de molibdênio, 150,0 µg; vitamina 
A, 750,45 µg de RE; vitamina B6, 6 mg; vitamina B12, 34,2 µg; 
vitamina D, 60,4 µg de equivalente de calciferol; vitamina E, 71,9 
mg de �-tocoferol e biotina, 120 µg. 

 

 

Quadro 5- Ingredientes da dieta 5 
Ingredientes Peso (g) 

Pó Labina (Purina/ SP) 359 

Amendoim torrado 179 

Caseína 105 

Óleo de milho 80 

Leite condensado 161 

Bolacha Wafer 116 

          Total             1000 
Para cada kg de ração foram acrescentados: ferro, 25,2 mg; potássio, 
104,8 mg; selênio, 73,1 µg; sulfato de molibdênio, 150,0 µg; 
vitamina A, 764,56 µg de RE; vitamina B6, 6 mg; vitamina B12, 
34,5 µg; vitamina D, 61,17 µg de equivalente de calciferol; vitamina 
E, 72,8 mg de �-tocoferol e biotina, 120 µg. 
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Quadro 6- Composição nutricional das dietas  

 Dietas 

Componentes Padrão Dieta 1 Dieta 2 Dieta 4 Dieta 5 

Proteína (%) 27,73 28,52 31,43 31,23 27,49 

Carboidrato (%) 46,18 41,34 28,27 24,33 35,50 

Gordura (%) 4,15 17,46 25,97 24,20 23,68 

Minerais (%) 7,32 3,43 4,60 5,12 3,93 

Fibras (%) 6,21 2,97 4,98 10,01 3,98 

Umidade (%) 8,41 6,28 4,75 5,11 5,42 

Calorias (Kcal/g) 3,33 4,36 4,72 4,40 4,65 

A dieta 3 não está apresentada no quadro por ser constituída de dieta 
padrão Labina (Purina, Paulínia, SP) e água acrescida de sacarose na 
concentração de 300 g/litro (1,2 kcal/ml de água). 

 
 

3.3 – Eficiência alimentar e ingestão calórica  
 

Com a finalidade de analisar a capacidade do animal em converter a energia alimentar 

consumida em peso corporal, foi calculada a eficiência alimentar (EA), dividindo-se o ganho 

total de peso dos animais (g) pela energia total ingerida (Kcal).(42,52) A ingestão calórica foi 

calculada pela seguinte fórmula: ingestão alimentar semanal multiplicada pelo valor calórico 

de cada dieta (g x kcal).(53) 

 
3.4 – Pressão arterial sistólica final 

Após decorridas 15 semanas do protocolo experimental, os animais foram submetidos 

à aferição da pressão arterial sistólica caudal. Os ratos foram previamente aquecidos à 

temperatura de 40 ºC por 5 minutos, em uma caixa de madeira (50x40 cm) forrada com 

maravalha de Pinus autoclavada, com a finalidade de produzir vasodilatação da artéria caudal. 

A pressão arterial da cauda foi medida por pletismografia, utilizando-se 

eletroesfigmomanômetro, Narco Bio-System®, modelo 709-0610 (International Biomedical, 

Inc, USA). O manguito foi colocado em torno da cauda do animal, e era conectado ao 
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transdutor de pulso. O manguito era insuflado a um valor superior à pressão arterial sistólica, 

e, em seguida desinsuflado até que as pulsações arteriais fossem registradas em polígrafo 

Gould, modelo RS 3200.(54) 

 

3.5-Teste oral de tolerância à glicose 

Com a finalidade de mostrar que o modelo de obesidade induz alterações no perfil 

glicêmico,(53,55) foi realizado o teste oral de tolerância à glicose ao final do protocolo 

experimental. As coletas sangüíneas foram realizadas na artéria caudal, após os animais serem 

submetidos a um período de jejum de 12 a 15 horas. Foi coletada amostra de sangue na 

condição basal, em seguida, foi administrada gavagem com solução de glicose a 20% (Glicose 

Monohidratada, Merck, São Paulo, Brasil) equivalente a 3 g/kg.(52,53) Amostras de sangue 

foram então coletadas na cauda dos animais nos momentos 0, 60, 120, 180 e 240 minutos. O 

aparelho utilizado na mensuração dos níveis glicêmicos foi o glicosímetro ACCU-CHEK GO 

KIT (Roche Diagnostic Brazil Ltda, SP, Brazil). 

 

3.6 – Análises hormonais 

 Para caracterizar o modelo de obesidade foram realizadas as dosagens dos hormônios 

leptina e insulina. Ao término do tratamento, os animais foram submetidos a jejum de 12 a 15 

horas, anestesiados com pentobarbital sódico, 50 mg/kg, intraperitoneal e sacrificados por 

decapitação. O sangue foi coletado em tubos com heparina, em seguida, centrifugado a 3000 x 

g por 15 minutos a 4 ˚C e armazenado a -80 ºC. As concentrações de leptina e insulina 

plasmática foram determinadas pelo método ELISA(38,56) com auxílio de leitor de micro-placa 

(Spectra MAX 190, Molecular Devics, USA), utilizando-se kits específicos (Linco Research 

Inc, St. Louis, MO, USA). 
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3.7 – Análise da gordura corporal 

A análise da gordura na carcaça dos animais foi realizada com a finalidade de 

quantificar a gordura corporal. Após os animais serem anestesiados (pentobarbital sódico, 50 

mg/kg, intraperitonial), decapitados e toracotomizados, descartaram-se as vísceras restando 

apenas a carcaça. Esta foi armazenada e seca à temperatura de 100 ± 5 ºC durante 72 horas em 

estufa ventilada Fanem®. Após a secagem, a carcaça foi embrulhada em papel filtro e a 

gordura extraída em aparelho Extrator de Soxhlet (Corning Incorporated, USA). A 

porcentagem de gordura na carcaça foi determinada pela fórmula PP–PSSG/PPr x 100%, onde 

PP= peso pós-secagem, PSSG= peso seco após extração da gordura e PPr= peso pré-

secagem.(57) 

 

3.8 - Análise morfológica 

 As variáveis morfológicas para caracterizar os animais foram: peso corpóreo inicial 

(PCI), peso corporal final (PCF), peso do ventrículo esquerdo (VE), relação entre o peso do 

VE e o peso corporal final (VE/PCF), peso do ventrículo direito (VD), relação entre o peso do 

VD e o peso corporal final (VD/PCF). 

 

3.9 - Análise morfométrica do miocárdio 

Com a finalidade de verificar o tamanho do miócito foi realizada a análise 

morfométrica do músculo cardíaco. As preparações histológicas foram realizadas no 

Laboratório Experimental da Clínica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. 

Após toracotomia mediana, o coração foi rapidamente removido; uma amostra do ventrículo 

esquerdo foi retirada por meio de um corte transversal a 6 mm do ápice  e colocada em 

solução de formol a 10% por 24 h. A seguir, o tecido miocárdico foi lavado em água corrente 

por 24 h, transferido para solução de etanol 70% e incluso em bloco de parafina.  Os cortes 
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histológicos de 4 µm de espessura foram corados em lâmina com solução de hematoxilina-

eosina (HE). Os cortes histológicos foram projetados em aumento de 40 vezes com o auxílio 

de microscópio, LEICA DM LS, acoplado a câmera de vídeo, que envia imagens digitais a 

um computador dotado de programa de análise de imagens (Image Pro-plus, Media 

Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Para cálculo das áreas seccionais dos miócitos 

foram mensuradas 50 a 70 células por ventrículo. Os miócitos analisados, localizados na 

camada subendocárdica da parede muscular, deveriam estar seccionados transversalmente e 

apresentar forma arredondada com núcleo visível no centro da célula.(58) As áreas seccionais 

(AS; µm2), utilizadas como indicador do tamanho celular, foram obtidas em 7 animais de cada 

grupo.  

 

3.10 - Determinação dos níveis do ácido ribonucléico 

mensageiro (RNAm) das proteínas reguladoras do trânsito de Ca2+ 

no miocárdio 
 

Os valores da expressão gênica das proteínas canal L, trocador Na+/Ca2+, receptor 

rianodina, Serca2a, fosfolambam e calsequestrina foram estimadas em triplicata pelo método 

semi-quantitativo de transcrição reversa seguido da reação em cadeia da polimerase (RT-

PCR). A RT-PCR é uma técnica de biologia molecular utilizada para avaliar de forma semi-

quantitativa a expressão de genes por meio dos níveis dos RNAm específicos.(59)  

 

3.10.1 - Extração do ácido ribonucléico (RNA)  

Fragmentos do ventrículo esquerdo foram rapidamente congelados em nitrogênio 

líquido e armazenados em Freezer a - 80 °C. A amostra congelada foi homogeneizada em 

aparelho Polytron (Ika Ultra Turrax® T25 Basic, Wilmington, NC, USA) após adição de 1 ml 

de  TRIzol® (Invitrogen Brasil, São Paulo) para cada 100 mg de tecido. O TRIzol®, solução 
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monofásica de fenol e guanidina isotiocianato, tem como finalidade manter a integridade do 

RNA durante a lise celular que ocorre no processo de homogeneização.(60) 

A amostra homogeneizada foi transferida para um tubo de 1,5 mL e incubada à 

temperatura ambiente durante 5 minutos, para permitir a completa dissociação do complexo 

núcleo-protéico. Em seguida, adicionou-se clorofórmio (Merck KGaA, Damstadt, Germany) 

na proporção de 0,2 ml/1ml TRIzol®; a amostra foi agitada, manualmente, com vigor por 15 

segundos e incubada por 3 minutos à temperatura ambiente. Após essa segunda incubação, o 

material foi centrifugado (Eppendorf 5804R, Hamburg, Germany), a 12.000 x g durante 15 

minutos a 4 °C. Este processo separou a amostra em três fases: a) uma inferior, de fenol-

clorofórmio e de coloração rosada, contendo DNA; b) uma interfase branca com proteínas; e 

c) uma fase superior, aquosa, incolor, contendo RNA. 

A porção de RNA foi transferida para um tubo de 1,5 mL; a seguir, adicionou-se 

álccol isopropílico (Merck KGaA, Damstadt, Germany) na proporção de 0,5 ml/1ml de 

TRIzol®;  a amostra foi,  então, agitada manualmente 10 vezes por inversão,  incubada por 10 

minutos à temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugada a 12.000 x g durante 10 

minutos a 4 ºC. Após o descarte do sobrenadante, o precipitado de RNA é visualizado como 

um gel esbranquiçado e semitransparente (pellet). Este foi lavado com álcool etílico 75% 

(Merck KGaA, Damstadt, Germany) na proporção de 1mL/1mL de TRIzol® e centrifugado a 

7.500 x g por 5 minutos a 4 °C. Após o álcool etílico ser descartado, o pellet foi seco por 10 

minutos à temperatura ambiente. O sedimento de RNA foi diluído em 30 µL de água ultrapura 

e incubado por 10 minutos a 60 °C em banho-maria (Fanem mod 100, São Paulo, Brasil); este 

procedimento tinha como finalidade inativar a possível presença de RNase.  

O RNA foi analisado com auxílio de um espectrofotômetro (GeneQuantTM RNA/DNA 

Calculator, Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, England) pela sua absorbância em 260 

nm. A pureza do RNA foi constatada pela razão das absorbâncias em 260/280 nm. As 
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amostras cujas razões foram inferiores a 1,6 foram descartadas por apresentarem 

contaminação por proteínas. A concentração do RNA foi quantificada de acordo com a 

relação:  

 
[RNA] = A260 x 40 x 70 

 
[RNA] = concentração de RNA (µg/ml) 

A260 = Absorbância em densidade óptica em 260 nm 

40 = fator de conversão (1 unidade de densidade óptica � 40 µg/ml RNA) 

70 = fator de diluição  

 

 

3.10.1.1 - Verificação da integridade do RNA por eletroforese  

Amostras de 1 µL do RNA total foram diluídas em 8 µL de água ultrapura e 1 µL de 

corante (Orange G, Acros Organics, New Jersey, USA), aplicadas em gel de agarose 1% (0,3  

g agarose, 30 mL de TAE Buffer 1x, 3 µL de brometo de etídio) e submetidas a uma voltagem 

de 60 mV (Power Pac BasicTM Bio-Rad, Hercules, CA, USA) por 20 minutos. A integridade 

do RNA foi constatada pela visualização das bandas de RNA ribossômico, 28S e 18S, e 

ausência de rastros do RNA no gel. As amostras que se mostraram íntegras foram utilizadas 

como substrato para a transcrição reversa. 

 

 3.10.2 - Transcrição reversa do RNA (RT)  

Transcrição reversa é um processo que converte as moléculas do RNA em ácido 

desoxirribonucléico complementar (cDNA). As amostras do RNA do músculo cardíaco foram 

submetidas à transcrição reversa pela ação da enzima transcriptase reversa, utilizando-se o kit 

SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR® (Invitrogen, São Paulo, Brasil). As 

amostras utilizadas no experimento foram incubadas em um termociclador (Mastercycler® 

Gradient, Eppendorf, Hamburg, Germany). Inicialmente, uma mistura contendo 1000 ng/µL 

de RNA total, 1 µL de dNTP mix 10 mM, 1µL de random hexamers (50 ng/µL) e 8 µL de 
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H2O DEPC (dietil pirocarbonato) foi incubada durante 5 minutos a 65 °C. A seguir, após 

adição de 9 µL de uma solução contendo, 2 µL de tampão RT 10x, 4 µL de MgCl2 25 mM, 2 

µL de DTT 0,1 M e 1 µL de inibidor de RNase, RNaseOUT ®, a mistura foi incubada por 2 

minutos a 25°C. Após o acréscimo de 1 µL da enzima SuperScript II®, procedeu-se a nova 

incubação por 10, 50 e 15 minutos a 25 °C, 42 °C e 70 °C, respectivamente. Após adição 1 µL 

de RNase H a solução foi incubada por 20 minutos a 37 °C.  

Para checar a qualidade da transcrição reversa, foram empregados dois métodos: 

1) controle positivo: o kit utilizado contém um RNA transcrito a partir do gene da 

cloranfenicol acetiltransferase e primers controles A e B. Esses primers, na reação em cadeia 

da polimerase geram um produto de 500 pares de base (pb);  

2) controle negativo: para comprovar a ausência de DNA genômico residual, uma 

amostra de RNA foi submetida à reação de RT, porém, a enzima SuperScript II ® foi 

substituída por 1 µL de H2O DEPC. Esse produto foi utilizado nas reações de PCR e a 

ausência de DNA genômico residual foi confirmada pela ausência de produtos de 

amplificação. 

 

3.10.3 - Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

A PCR é uma técnica utilizada para se obter grandes quantidades de uma determinada 

seqüência-alvo do DNA. A seqüência-alvo a ser amplificada é identificada por primers que 

reconhecem parte desta seqüência no cDNA por complementaridade de bases. O DNA é 

formado por duas cadeias complementares associadas, formando uma dupla fita; portanto, são 

necessários 2 primers, sense e antisense, com capacidade de reconhecer a seqüência-alvo em 

cada uma das fitas. As hibridizações dos primers na seqüência-alvo marcam o local do início 

da síntese: o sense demarca a síntese no sentido 3’- 5’ da cadeia de cDNA e o  antisense  no 
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sentido inverso. Na reação de PCR, a seqüência-alvo é amplificada em cópias pela ação da 

enzima Taq DNA Polymerase®(Invitrogen, São Paulo, Brasil).  

Para a realização da reação de PCR, alíquotas de 1,5 µL de cDNA foram adicionadas a 

23,5 µL de uma mistura contendo: 17,3 µL de água ultrapura, 2,5 µL de PCR buffer 10X, 1 

µL de MgCl2 50 mM, 0,5 µL de dNTP mix 10 mM, 0,5 µL de primer sense 10 µM do gene 

alvo,  0,5 µL de primer antisense 10 µM  do gene alvo, 0,5µL de primer sense 10 µM do gene 

constitutivo, 0,5µL de primer antisense 10 µM do gene constitutivo e 0,2 µL de Taq- 

Polymerase®, sintetizados pela empresa de biotecnologia, Invitrogen, São Paulo, Brasil. A 

mistura foi incubada em um termociclador (Mastercycler® Gradient, Eppendorf, Hamburg, 

Germany) que de acordo com a variação das temperaturas de maneira pré-programada, realiza 

o seguinte ciclo: 

1- Desnaturação: ocorre a aproximadamente (�) 94 ºC e visa romper as pontes de 

hidrogênio que conectam as duas fitas de cDNA; 

2- Anelamento: nesta etapa os primers se anelam na seqüência-alvo do cDNA. A 

temperatura do anelamento foi ajustada para cada primer utilizado. 

3- Extensão: a � 72 ºC, a enzima Taq-Polymerase se posiciona junto aos primers 

anelados e inicia duplicação da fitas de DNA, adicionando os nucleotídeos complementares às 

fitas-molde.  

O processo foi repetido, de acordo com a padronização de cada gene, o suficiente para que 

se atingisse a fase exponencial da curva. A Figura 2 representa a curva de amplicação do gene 

alvo, canal L. 
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Figura 2- Representação das fases da curva de amplificação do 
Canal L, com os respectivos números de ciclos. 

 
 

 

 

3.10.3.1 - Primers 

Primers, oligonucleotídeos sintéticos, fornecidos sob a forma liofilizada, foram 

diluídos em água ultrapura para obtenção de uma solução estoque. No momento de sua 

utilização, os primers foram utilizados na concentração de 10 µM. 
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 Tabela 1- Primers 

Gene 
Códigoa 

GenBank Primers b Referências 

Serca 2ac NM_017290 
S 5’ ATGAGATCACAGCTATGACTGGTG 3’ 

AS 5’ GCATTGCACATCTCTATGGTGACTAG 3’ 
Mirit et al. (61) 

PLBd NM_023129 
S   5’ TACCTTACTCGCTCGGCTATC 3’ 

AS 5’ CAGAAGCATCACAATGATGCAG 3’ 
Mirit et al. (61) 

RyR 2e NM_023868 
S  5’ GAATCAGTGAGTTACTGGGCATGG  3’ 

AS 5’ CTGGTCTCTGAGTTCTCCAAAAGC  3’ 
Coussin et al. (62) 

CSQf NM_017131 
S  5’GGCTTTGTGATGGTGGATTC 3’ 

AS 5’TGCTCAAGTCAGGGTTGTCA 3’ 
# 

NCXg NM_019268 
S  5’GGCAGAAACAGGAGGAAATG 3’ 

AS 5’AGCGGACACAACACAGATGG 3’ 
# 

Cacna1ch NM_012517 
S  5’TCTGCTCTGCCTGACTCTGA 3’ 

AS 5’GAGATACTCCACCCGTTCCA 3’ 
# 

Ciclofilinai NM_017101 
S   5’ ACGCCGCTGTCTCTTTTC  3’ 

AS 5’ TGCCTTCTTTCACCTTCC  3’ 
Alway et al. (63) 

 

a) Código GenBank: número de acesso no banco de genes 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide ; 
 

b) Primers: seqüência de primers sintetizados; 
 

c) Serca 2a: ATPase de Ca2+ do retículo sarcoplasmático; 
 

d) PLB: fosfolambam; 
 

e) RyR: receptor rianodina; 
 

f) CSQ: calsequestrina;  
 

g) NCX: trocador Na+/Ca2+; 
 

h) Canac1c: canal lento de Ca2+; 
 

i)  Ciclofilina: gene constitutivo 
 

#) Primers desenhados de acordo com banco de genes 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide 
  

 

3.10.4 –Quantificação da PCR 

O produto da PCR foi quantificado utilizando-se a técnica de eletroforese. O material 

amplificado é aplicado em um gel de agarose 1% (0,3 g de agarose, 30 mL de TAE Buffer 1x 

e 3 µL de brometo de etídio). No primeiro poço aplicamos uma escala padrão de peso 

molecular, Ladder 100 bp (Invitrogen, São Paulo, Brasil), que é utilizado para identificação 

do tamanho das bandas de nossas amostras. Todas as amostras aplicadas no gel, inclusive o 
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Ladder foram misturadas a uma solução corante (Orange G, Acros Organics, New Jersey, 

USA) para visualização das bandas. Durante a eletroforese, o gel permaneceu imerso em 

tampão TAE 1x (Life Tecnologies Gibco URL, New York, USA) durante 25 minutos sob 

uma voltagem de 80 mV em cuba para eletroforese (Horizon® 58 Life Tecnologies Gibco 

URL, New York, USA).  

A imagem do gel foi capturada com o auxílio do sistema Image Acquisition Analysis 

Software (Ultra-Violet Products Ltd, Upland, CA, USA). Este sistema consiste em um 

transiluminador de luz ultravioleta (Ultra-Violet Products Ltd, Upland, CA, USA), uma 

câmara escura acoplada a câmera de vídeo, que envia imagens digitais a um computador 

dotado de programa de análise de imagens LabWorksTM (Ultra-Violet Products Ltd, Upland, 

CA, USA). O transiluminador emite radiação UV sobre o gel, permitindo a visualização das 

bandas coradas com brometo de etídio (Invitrogen, São Paulo, Brasil). A imagem era 

armazenada no microcomputador para posterior quantificação. A quantificação foi feita por 

meio do programa LabWorksTM (Ultra-Violet Products Ltd, Upland, CA, USA) onde a área 

bandas era selecionada e a leitura feita pelo número de pixels. 

 

 

 

A  

 
Figura 3: Quantificação das bandas: 

A) Foto do corte de gel com bandas 

eletroforéticas do grupo controle: 

superior Serca 2a e inferior Ciclofilina 

B) Plot de leitura das áreas das bandas, 

esquerda Serca 2a e direita Ciclofilina. 

    B 
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3.10.5 – Padronização dos primers utilizados na RT-PCR 

Amostras do RNA total provenientes de ratos Wistar com a mesma idade dos usados 

no experimento foram utilizadas com a finalidade de padronizar a técnica RT-PCR.  

Etapas da validação: 

I. Determinação da temperatura ideal de anelamento para cada par de 

oligonucleotídeos iniciadores, primers, genes-específicos; 

II. Determinação das fases da curva de amplificação dos genes alvo e constitutivo, 

testando vários números de ciclos na PCR; 

III. Padronização da PCR duplex, ou seja, amplificação simultânea dos genes alvo e 

constitutivo, housekeeper. A ciclofilina foi o gene constitutivo utilizado como referência para 

a quantificação do gene alvo;  

IV. Para evitar que a comparação entre os grupos experimentais seja influenciada, 

amostras dos grupos controle e obeso foram submetidas à corrida eletroforética no mesmo 

gel. 

 
As figuras 4, 5 e 6 representam a padronização da temperatura de anelamento, do 

número de ciclos e da amplificação simultânea dos genes alvo e constitutivo, respectivamente. 

 

 
Figura 4: Gel em agarose (1%), determinação da temperatura 
ideal de anelamento do gene alvo, canal L. 
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Figura 5: Gel em agarose (1%), determinação das fases de 
amplificação do gene alvo, canal L, teste do número de ciclos 
na PCR. 
 
 

 

 
Figura 6: Gel em agarose (1%), amplificação 
simultânea dos genes alvo, canal L e constitutivo, 
ciclofilina. 

 
 

Tabela 2- Padronização dos primers 

Gene TA a  Ciclos b Produto c  

Serca 2ad 57,5 ºC 28 653 bp 

PLBe 60 ºC 35 140 bp 

RyR 2f 57,5 ºC 28 635 bp 

CSQg 59,1 ºC 24 640 bp 

NCXh 55 ºC 28 634 bp 

Canal Li 57,8 ºC 28 604 bp 

a) TA: temperatura de anelamento dos primers com a 
seqüência-alvo; 
  

b) Ciclos: número de ciclos realizados na amplificação; 
 

c) Produto: tamanho da seqüência do cDNA amplificado, 
expresso em número de pares de bases (bp). 
 

d) Serca 2a: ATPase de Ca2+ do retículo sarcoplasmático; 
 

e) PLB: fosfolambam; 
 

f) RyR: receptor rianodina; 
 

g) CSQ: calsequestrina;  
 

h) NCX: trocador Na+/Ca2+; 
 

i) Canal L: canal lento de Ca2+. 
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3.11 - Análise estatística 

 
As características gerais, nutricionais, hormonais, cardíacas e a expressão do RNAm 

foram apresentados em média ± desvio padrão e submetidos ao teste “t” de Student para 

amostras independentes.(64) A comparação dos perfis evolutivos do peso corporal e do perfil 

glicêmico entre os grupos foi realizada pela técnica de análise de variância para o modelo de 

medidas repetidas em grupos independentes e complementada com o teste de comparações 

múltiplas de Bonferroni.(65) O nível de significância considerado para todas as variáveis foi de 

5%.(64) 
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4- RESULTADOS 

 

4.1- Composição dos grupos 

A partir dos critérios de exclusão permaneceram no estudo dezesseis animais do grupo 

controle (C; n=16) e treze animais do grupo obeso (Ob; n=13). Em virtude do equipamento 

utilizado para a técnica de eletroforese possuir espaço apenas para 13 amostras, foram 

excluídos, por sorteio, três animais do grupo controle. Assim, foram utilizados no 

experimento treze animais do grupo controle (C; n=13) e treze animais do grupo obeso (Ob; 

n=13). 

 

4.2- Características gerais e nutricionais 

A Tabela 3 mostra as características gerais e nutricionais animais utilizados no 

experimento. O peso corporal inicial, a pressão arterial sistólica final e o consumo de água foi 

similar nos dois grupos. O peso corporal final dos animais obesos foi maior do que no grupo 

controle. Durante todo o período experimental, os animais obesos ingeriram menor 

quantidade de ração que o grupo C; entretanto, a ingestão calórica, a eficiência alimentar e o 

percentual de gordura da carcaça foram maiores nos animais Ob do que no grupo C.  
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   Tabela 3. Características gerais e nutricionais 

 Grupos 

Variáveis C (n=13) Ob (n=13) 

PCI (g) 106 ± 10 111 ± 10 

PCF (g) 439 ± 26 539 ± 52* 

PA (mmHg) 107 ± 8 112 ± 10 

IA (g/dia) 22,2 ± 1,2         16,4 ± 1,4* 

CA (ml/dia) 40,9 ± 4,7         41,8 ± 3,7 

IC (g x kcal/dia) 73,2 ± 3,8         85,2 ± 6,7* 

EA (g/kcal)   0,043 ± 0,002       0,048 ± 0,003* 

Gordura (%) 9 ± 1 17 ± 7* 

Dados expressos em média ± desvio padrão; C: controle; OB: obeso; PCI: peso corporal inicial; 
PCF: peso corporal final; PA: pressão arterial sistólica final; IA: ingestão alimentar; CA: consumo 
de água; IC: ingestão calórica. EA: eficiência alimentar; Gordura (%): porcentagem de gordura na 
carcaça. * p<0,001 vs C. Teste “t” de Student para amostras independentes. 

 

A Figura 7 mostra a evolução do peso corporal dos animais durante o experimento. O 

peso dos animais foi diferente entre os grupos a partir da 2ª semana de tratamento.  
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Figura 7- Evolução semanal do peso corporal dos animais controle ( C, n= 13) e 
obeso (  Ob, n= 13). Os dados estão expressos em média, limites superior e inferior 
do intervalo de 95% de confiança. * p<0,05 vs C. Análise de medidas repetidas para 
dois grupos independentes. 
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A Figura 8 mostra o teste oral de tolerância à glicose realizado ao final do 

experimento. O teste foi realizado após os animais permanecerem em jejum por 12 a 15 horas. 

O valor da glicemia basal foi maior no grupo obeso. Após gavagem com solução aquosa de 

glicose a 20%, observou-se que o grupo Ob apresentou valores glicêmicos elevados em 

relação ao grupo C, nos momentos 60, 120 e 180 minutos.  
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Figura 8- Perfil glicêmico dos animais controle (  C; n=13) e obeso (  Ob; 
n=13) submetidos ao teste oral de tolerância a glicose. Os dados estão expressos em 
média e desvio padrão, * p<0,05 vs C. Análise de medidas repetidas em dois grupos 
independentes. 

 
 

 A Tabela 4 apresenta os níveis hormonais plasmáticos. Os hormônios leptina e 

insulina foram maiores nos animais obesos do que no grupo controle.   

 
Tabela 4. Características hormonais 

 Grupos 

Hormônios C (n=13) Ob (n=13) 

Leptina (ng/dl) 2,31 ± 0,53 4,82 ± 1,34* 

Insulina (ng/dl)  0,45 ± 0,19 1,48 ± 0,67* 

Dados expressos em média ± desvio padrão; C: controle; Ob: obeso; * 
p<0,001 vs C. Teste “t” de Student para amostras independentes. 
 

     * 

   * 

    *       * 

 

27 



    

A Tabela 5 mostra as características cardíacas. Os animais do grupo Ob apresentaram 

pesos do ventrículo esquerdo e direito maiores do que os do grupo C; entretanto, não houve 

diferença significativa entre os grupos  na área seccional transversa do miócito e nas relações 

VE/PCF e VD/PCF. 

 

 Tabela 5. Características cardíacas 

 Grupos 

Variáveis C (n=13) Ob (n=13) 

VE (g) 0,85 ± 0,09 0,99 ± 0,09* 

VD (g) 0,22 ± 0,03 0,28 ± 0,04* 

VE/PCF (mg/g) 1,93 ± 0,20 1,84 ± 0,19 

VD/PCF (mg/g) 0,52 ± 0,03 0,52 ± 0,04 

AST (µm2) #             180 ± 13     188 ± 13 

Valores expressos em média ± desvio padrão. C: controle; Ob: obeso; VE: 
ventrículo esquerdo; VD: ventrículo direito; VE/PCF: relação peso do ventrículo 
esquerdo e peso corporal final; VD/PCF: relação peso do ventrículo direito e peso 
corporal final, AST:  área seccional transversa do miócito, #: 7 animais por grupo;  * 
p<0,05 vs C. Teste “t” de Student.  

 

As figuras das áreas seccionais transversas dos animais controle e obeso estão 

representadas nas figuras 9a e 9b. 

 

 
               Controle                                                                         Obeso 

a) b) 

Figuras 9a e b- Análise histológica das áreas seccionais transversas dos miócitos dos animais 
controle e obeso. HE 200 X.  
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4.3 - Níveis de ácido ribonucléico mensageiro das proteínas 

reguladoras do trânsito de Ca2+ do sarcolema e do retículo 

sarcoplasmático miocárdico 

 

As figuras 10 e 11 mostram os resultados obtidos da expressão gênica das proteínas do 

sarcolema, Canal L e trocador Na+/Ca2+ (NCX). Não houve diferença significante entre os 

grupos controle e obeso. 

  

  

Figura 10b – Níveis de expressão de RNAm para 
Canal L no miocárdio dos animais controle (C; n=13) 
e obeso (Ob; n=13). Os dados estão expressos em 
média e desvio padrão, p>0,05 vs C. Teste “t” de 
Student.  

 
 

 

Figura 10b – Níveis de expressão de RNAm para 
trocador Na+/Ca2+ no miocárdio dos animais controle 
(C; n=13) e obeso (OB; n=13). Os dados estão 
expressos em média e desvio padrão, p>0,05 vs C. 
Teste “t” de Student.  

 
 

 

Figura 11b – Níveis de expressão de RNAm para 
NCX no miocárdio dos animais controle (C; n=13) e 
obeso (Ob; n=13). Os dados estão expressos em média 
e desvio padrão, p>0,05 vs C. Teste “t” de Student.  

 

 

As figuras 12, 13, 14 e 15 mostram os resultados obtidos da expressão gênica das 

proteínas do retículo sarcoplasmático, ATPase de Ca 2+ (Serca 2a), receptor rianodina (RyR2), 

a) b) 

Figura 10a – Gel em agarose (1%), 
C; controle, Ob; obeso. 

   Canal L      604 bp 

   Ciclofilina  440 bp 

a) b) 

Cacna1c 

  C             Ob 

NCX           634 bp 

Ciclofilina  440 bp 

Figura 11a – Gel em agarose (1%), 
C; controle, Ob; obeso. 

  C          Ob 

NCX 

Canal L 
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fosfolambam (PLB) e calsequestrina (CSQ2). Enquanto as três primeiras variáveis, Serca 2a, 

RyR e PLB, foram significativamente mais elevadas nos animais obesos, o nível de expressão 

da CSQ2 foi similar nos dois grupos. 

 

 

 

 
Figura 12b – Níveis de expressão de RNAm para Serca 
2a no miocárdio dos animais controle (C; n=13) e obeso 
(OB; n=13). Os dados estão expressos em média e 
desvio padrão, * p<0,01 vs C. Teste “t” de Student.  

 

 

 

 
 
 
Figura 13b – Níveis de expressão de RNAm para 
rianodina no miocárdio dos animais controle (C; n=13) e 
obeso (OB; n=13). Os dados estão expressos em média e 
desvio padrão, * p<0,0001 vs C. Teste “t” de Student. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

     * 

b) a) 

b) a) 
RyR2 

     * 

Serca2a       653 bp 

Ciclofilina   440 bp 

   RyR2           635 bp 

   Ciclofilina   440 bp 

Figura 12a – Gel em agarose (1%), 
C; controle, Ob; obeso. 

C          Ob 

Figura 13a – Gel em agarose (1%), 
C; controle, Ob; obeso. 

  * 

Serca2a 



    

 

 

Figura 14b – Níveis de expressão de RNAm para 
fosfolambam no miocárdio dos animais controle (C; 
n=13) e obeso (OB; n=13). Os dados estão expressos em 
média e desvio padrão, * p<0,0001 vs C. Teste “t” de 
Student.  

 
 

 
 
 

 
 

Figura 15b – Níveis de expressão de RNAm para 
calsequestrina no miocárdio dos animais controle (C; 
n=13) e obeso (OB; n=13). Os dados estão expressos em 
média e desvio padrão, p>0,05 vs C. Teste “t” de 
Student.  

 
 

 

 

 
 
 
 
 

  * 

a) b) 

b) a) CSQ 2 

PLB 
      * 

   Ciclofilina  440 bp 

 

    PLB           140 bp 

 

Figura 14a – Gel em agarose (1%), 
C; controle, Ob; obeso. 

  C            Ob 

Figura 15a – Gel em agarose (1%), 
C; controle, Ob; obeso. 

     C           Ob

   CSQ2           640 bp 

   Ciclofilina   440 bp 
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5- DISCUSSÃO 

 

Atualmente, os hábitos da moderna sociedade industrializada, como a alimentação 

inadequada e o sedentarismo, atingem também países em desenvolvimento como o Brasil, 

onde pode se observar transição nos padrões nutricionais, com redução da desnutrição e 

aumento da obesidade.(66,67)  

Nas últimas décadas, modelos experimentais de obesidade, como modificações 

genéticas e alterações alimentares, têm sido utilizados para o esclarecimento das 

complicações associadas à obesidade.(68) Embora animais geneticamente obesos sejam 

estudados, apenas 5% da obesidade humana é conseqüência de alteração genética.(69) Assim, 

muitos trabalhos têm sido realizados com modelos não genéticos de obesidade. Modelos 

experimentais exógenos, como a induzida por dieta hipercalórica, são os que mais se 

assemelham à obesidade humana e têm sido utilizados para o estudo das alterações 

moleculares, bioquímicas, morfológicas e funcionais.(42,55,68) 

A dieta hipercalórica oferece ao animal um maior aporte calórico, por meio de 

sobrecarga de carboidratos(70,71) ou de gordura.(55,57,68,71) O aumento na ingestão de gorduras 

induz o balanço lipídico positivo e, conseqüentemente, leva ao acúmulo de massa adiposa 

corporal.(72,73) Assim, dentre os macronutrientes, os lipídios são os que apresentam maior 

densidade energética e maior capacidade de estoque no organismo.(67) O modelo experimental 

de obesidade proposto neste trabalho foi realizado por meio de ciclos de cinco dietas 

hipercalóricas oferecidas de forma rotativa, com a finalidade de aumentar a ingestão alimentar 

e, conseqüentemente, o ganho de peso corporal. As dietas foram oferecidas aos animais na 

forma de pellets, o que possibilitou aferir precisamente o consumo alimentar e manter a 

integridade dos nutrientes. As dietas eram isocalóricas, contendo em média 4,5 kcal/g, 

enquanto que a dieta padrão apresentava 3,3 kcal/g. O aumento de 35% no conteúdo 

energético foi proveniente da elevação da taxa de gordura. Este ciclo de dietas hipercalóricas, 
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segundo especificações do guia “Nutrient requirements of the laboratory rat”,(50) manteve a 

quantidade de proteína necessária, evitando assim, o prejuízo no crescimento e no 

desenvolvimento dos animais estudados.  

Os resultados do experimento mostram que a dieta hipercalórica acarretou aumento no 

peso corporal final de 22,8% no animais obesos em relação ao grupo controle, sendo que a 

diferenciação do peso corporal entre os grupos foi observada a partir da segunda semana de 

indução da obesidade (Figura 7). Estes dados estão de acordo com pesquisas que verificaram 

que o período de 8 a 12 semanas de dieta hipercalórica promoveu maior peso corporal nos 

animais obesos.(36,42,43,55,74) Alguns autores relatam que o peso corporal pode não ser um bom 

indicativo da quantidade de gordura e, portanto, analisam a quantidade da gordura na 

carcaça.(57) A análise da porcentagem de gordura corporal nos ratos deste experimento 

mostrou que os animais obesos tiveram um aumento de 89% em relação ao grupo controle. O 

resultado está em concordância com trabalhos que verificaram que a dieta hipercalórica 

aumenta o peso corporal às custas da elevação da gordura.(56,61) 

Embora as variáveis nutricionais deste estudo apontem que os animais obesos 

apresentaram menor ingestão alimentar, o maior ganho de peso nestes animais foi devido ao 

aumento do consumo de calorias. Alguns pesquisadores demonstraram que o 

desenvolvimento da obesidade é possível mesmo sem o aumento da quantidade de alimento 

ingerido, pois mudanças na composição da dieta como a elevação na quantidade de gordura, 

podem alterar a eficiência alimentar e, conseqüentemente, levar à obesidade.(42) Esta tem sido 

freqüentemente associada à hiperleptinemia.(42,56,57) A leptina é uma proteína produzida pelo 

tecido adiposo e age no sistema nervoso aumentando a saciedade.(6,75) A maioria das pessoas 

obesas tem níveis séricos proporcionais à sua massa adiposa(76,77),  sugerindo que nesses 

pacientes ocorre resistência à ação da leptina, conseqüente a “down-regulation” dos 

receptores nervosos centrais(76). Os animais obesos do presente estudo apresentaram valores 
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elevados de leptina em relação ao grupo controle. Estes dados estão de acordo com Relling et 

al 2006(42) que, estudando ratos obesos por 12 semanas de dieta hipercalórica, observaram 

aumento da leptina plasmática.  

Os animais obesos deste experimento mostraram alterações metabólicas comumente 

observadas em indivíduos obesos, como resistência à insulina e hiperinsulinemia. A análise da 

taxa glicêmica, realizada pelo teste oral de tolerância à glicose, mostrou-se elevada no grupo 

obeso em relação aos animais controle. A maior glicemia de jejum e os elevados níveis 

glicêmicos após administração de glicose nos ratos obesos mostram que os animais 

apresentam menor captação de glicose pelas células devido à resistência à insulina.(78) Em 

resposta a esse fenômeno, há uma maior produção de insulina pelo pâncreas, e conseqüente 

hiperinsulinemia.(78) 

O presente estudo mostra que a obesidade não acarretou hipertrofia cardíaca e 

aumento na pressão arterial sistólica nos animais obesos. Os animais obesos apresentaram 

pesos do ventrículo esquerdo e direito maiores do que o grupo controle; entretanto, quando 

normalizados pelo peso corporal, os resultados foram similares entre os grupos. Este resultado 

foi confirmado pela análise morfométrica do miocárdio, que mostrou que a área seccional dos 

miócitos foi semelhante nos dois grupos. Estes dados estão de acordo com Carroll et al 

2006(37) que, estudando ratos alimentados com dieta hipercalórica por 12 semanas, não 

encontraram hipertrofia cardíaca. A pressão arterial sistólica não aumentou nos ratos obesos. 

Este resultado, embora em concordância com Relling et al 2006,(42) divergem da maioria dos 

trabalhos que encontraram elevação da pressão arterial em animais obesos por dieta 

hipercalórica.(36,74,79,80,81) 

O estudo da expressão gênica das proteínas reguladoras do trânsito de Ca2+ do 

sarcolema e do retículo sarcoplasmático miocárdico, analisadas por RT-PCR, mostrou que o 

RNAm da ATPase de cálcio do retículo sarcoplasmático (Serca 2a), receptor rianodina (RyR) 
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e fosfolambam (PLB) aumentaram nos animais obesos em relação ao grupo controle. 

Entretanto, a obesidade não promoveu alteração nos níveis de RNAm do canal L, do trocador 

Na+/Ca2+ e da calsequestrina. Os raros estudos encontrados na literatura que relacionaram 

obesidade e expressão gênica das proteínas reguladoras do cálcio intracelular miocárdico, 

mostram resultados divergentes. Assim, enquanto pesquisa com ratos Zucker geneticamente 

obesos, verificou que a obesidade genética não acarreta alterações nos níveis de RNAm da 

Serca 2a;(31) o estudo com cães obesos, por dieta hipercalórica, mostra diminuição da 

expressão gênica da Serca2a e do PLB.(48) Relling et al 2006,(42) avaliando a expressão das 

proteínas reguladoras do trânsito de cálcio na obesidade dietética, por 12 semanas, observou 

aumento da expressão protéica da Serca 2a e do PLB.  

Os mecanismos responsáveis pela alteração da expressão do RNAm da Serca2, PLB e 

RYR, induzida pela obesidade neste trabalho, não estão estabelecidos. Como a maioria dos 

trabalhos com obesidade relatam aumento nos níveis de triiodotironina (T3),(82) e este 

hormônio está relacionado com a expressão da Serca2,(83,84) é provável  que a elevação de T3 

seja responsável pelo aumento do RNAm da Serca2. Desde que não há relação entre 

expressão gênica do PLB e da RYR e os hormônios tireoidianos,(85) a elevação dos níveis de 

RNAm destas proteínas é devida a outros fatores, não identificados na literatura. Como a 

obesidade está associada ao aumento de insulina, leptina, citocinas, e ativação do sistema 

renina-angiotensina-aldosterona e sistema nervoso simpático,(6,12-14) e estes atuam em 

diferentes fatores transcricionais,(47) é provável que um ou mais destes fatores possam estar 

envolvidos na elevação da expressão gênica da RYR e do PLB.  

Uma limitação deste estudo é que foi avaliado os níveis de RNAm e não das proteínas 

envolvidas no transporte de Ca2+ miocárdico. Proteínas são sintetizadas nos ribossomas a 

partir de sinalização molecular específica, o RNAm, transcrito diretamente da cadeia de ácido 

desoxirribonucléico (DNA).(86) Seqüências de RNAm,  que coordenam a síntese das proteínas, 
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podem ser a primeira alteração detectável no caso de modificação da expressão de proteínas. O 

aumento dos níveis de um determinado RNAm não implica, necessariamente, na elevação da 

taxa protéica.(86) Estudos posteriores serão necessários para quantificar as proteínas 

reguladoras do trânsito de cálcio no miocárdio de ratos obesos. 
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6- CONCLUSÃO 

 

 

Em conclusão, a obesidade acarreta aumento da expressão gênica das proteínas do 

retículo sarcoplasmático, Serca 2a, RyR e PLB, e não altera os níveis de RNAm da CSQ2, do 

NCX e do canal L, envolvidas na homeostase do cálcio intracelular miocárdico.  
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