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RESUMO

Tem sido demonstrado que a obesidade promove remodelacdo cardiaca em
ratos. Este estudo investigou a influéncia da obesidade induzida por dieta
hipercaldrica (HP) sobre as varidveis nutricionais e o remodelamento cardiaco,
considerando a hipertrofia, fibrose intersticial € composi¢do de cadeias pesadas
de miosina (MHC), em ratos normotensos Wistar Kyoto (WKY) e ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). Parcelas de SHR (20) e WKY (20) com 60
dias de idade foram distribuidas em quatro grupos: SHR-C, SHR-OB, WKY-C e
WKY-OB. Os grupos C receberam uma dieta normocalérica (C, 3,15 Kcal/g) e
os grupos OB foram tratados com uma dieta hipercaldrica (4,5 Kcal/g) durante
20 semanas. Dois critérios foram adotados para refinar a composi¢ao dos grupos
em referéncia a obesidade, baseados na ingestdo alimentar e no peso corporal
(PC). As determinagdes nutricionais incluiram ingestdo caldrica, eficiéncia
alimentar, PC, adiposidade, glicemia e perfil lipidémico. A pressao arterial
sistolica (PAS) foi mensurada antes e apds a intervencao dietética. As andlises
morfoldgicas abrangeram a pesagem dos atrios, ventriculos direito e esquerdo e
o estudo da umidade procedeu-se em fragmentos cardiacos, hepdticos e
pulmonares. Seccdes histolégicas miocdrdicas foram utilizadas para cédlculo da
area seccional do midcito (AM) e fracdo intersticial de coldgeno (FIC). A
composi¢do relativa de MHCs foi determinada por eletroforese de gel de
poliacrilamida duodecil sulfato de so6dio. A composi¢do dos grupos foi
submetida a andlise estatistica pelo teste de propor¢cdes binomiais entre e dentro
das populacdes. Algumas varidveis nutricionais € a PAS foram analisadas por
MANOVA no modelo de medidas repetidas. Os demais dados foram avaliados
por ANOVA e teste de Tukey. Uma interacdo vigente entre linhagem e
tratamento foi notada na composicdo dos grupos. A eficiéncia alimentar foi
aumentada somente no grupo WKY-OB enquanto que a tolerancia glicémica

mostrou-se alterada nos dois grupos obesos. A HP aumentou o PC (WKY-C
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481.6 £39.4 g; WKY-OB 611.4 +48.2 g; p<0.05; SHR-C 370.3 £16.0 g; SHR-
OB 410.8 = 9.3 g; p<0.05) e a adiposidade em ambos 0s grupos obesos; 0
WKY-OB revelou maiores depdsitos de gordura do que o SHR-OB. Em relacdo
ao perfil lipidico sérico, os SHRs apresentaram resultados menores do que os
WKYs. A obesidade promoveu reducdo dos indices de colesterol total e
lipoproteinas de baixa e alta densidade na linhagem de SHR; na cepa de WKY,
os niveis de glicose diminuiram e os triacilglicer6is elevaram-se nos WKY-OB.
A PAS foi maior nos SHRs e a obesidade ndo modificou os resultados nas duas
cepas. A AM e as razdes atrios/PC, massa do ventriculo direito/PC e massa do
ventriculo esquerdo/PC foram maiores nos SHRs do que nos WKY e ndo se
alteraram com a obesidade. A FIC foi superior nos SHRs do que nos WKYs e a
obesidade promoveu amplia¢do desta resposta nas duas linhagens. A razdo [-
MHC/a-MHC mostrou-se aumentada na estirpe de WKYs (WKY-C 0.934 +
0.432; WKY-OB 1.453 + 0.265; p=0.006) e ndo se alterou nos SHRs (SHR-C
0.667 £ 0.086; SHR-OB 0.782 *+ 0.083; p>0.05) em decorréncia da obesidade.
Em conclusdo, constatou-se uma interacdo entre linhagem e tratamento em
muitos resultados obtidos. A obesidade acarretou remodelamento cardiaco em
ambas as linhagens e o processo foi mais pronunciado nos ratos normotensos.
Nesta estirpe, houve aumento da FIC e a razdo B-MHC/a-MHC revelou
caracteristicas do programa génico fetal. Nos SHRs, a obesidade promoveu

somente aumento da FIC.

Palavras-chave: hipertensao arterial essencial; obesidade; dieta hipercaldrica;

remodelamento cardiaco; miosina; fibrose.
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ABSTRACT

Obesity has been shown to induce cardiac remodeling in rats. In this study, we
investigated the influence of obesity induced by high-fat diet (HFD) on
nutritional variables and cardiac remodeling, concerning hypertrophy, interstitial
fibrosis and myosin heavy chain composition, in normotensive Wistar Kyoto
(WKY) and spontaneously hypertensive (SHR) rats. Sixty-day-old SHR (n=20)
and WKY (n=20) were distributed into four groups: SHR-C, SHR-OB, WKY-C
e WKY-OB. The C groups received a control diet (C, 3,15 Kcal/g) and the OB
groups were treated with a HFD (4,5 Kcal/g) during 20 weeks. Two criteria
were adopted to refine the groups composition in reference to obesity based on
food consumption and body weight (BW). Nutritional determinations included
energy intake, feed efficiency, BW, adiposity, glycemia and lipid profile.
Systolic blood pressure (SBP) was measured before and after diet intervention.
Morphological analysis involved atria, right and left ventricles weights and
humidity study was realized with cardiac, liver and lung pieces. Using
myocardial histological sections, myocyte cross sectional areas (MA) and
collagen interstitial fraction (CIF) were measured. Relative myosin heavy chain
(MHC) composition was determined using sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis. The groups compositions were submitted to
statistical analysis by the binomial proportional test between and within
populations. Some nutritional variables and SBP were analyzed by two-way
MANOVA in repeated measures model. Other data were evaluated by two-way
ANOVA and Tukey test. An interaction between strain and treatment was noted
to groups composition. Alimentar efficiency was increased only in the WKY-
OB and glycemic tolerance was impaired in both OB groups. HFD induced an
increase of BW (WKY-C 481.6139.4 g; WKY-OB 611.4148.2 g; p<0.05; SHR-
C 370.3£16.0 g; SHR-OB 410.819.3 g; p<0.05) and adiposity in both strains.



15

The WKY-OB presented greater fat depots than SHR-OB. In relation to serum
lipid profile, the SHR presented lower results than WKY groups. The obesity
promoted total cholesterol, low density and high density lipoproteins indices
reduction in the SHR; in the WKY strain, there was glucose diminished and
triacylglicerols elevated in WKY-OB. SBP was greater in the SHR groups and
the obesity did not change the results in the two strains. The MA and atria/BW,
right ventricular mass/BW and left ventricular mass/BW ratios were greater in
SHR versus WKY groups and did not change with obesity. The CIF was
superior in SHR than WKY groups and the obesity increased it in the two
strains. B-MHC/a-MHC ratio was increased within WKY strain (WKY-C
0.9341+0.432; WKY-OB 1.45340.265; p=0.006) and unchanged in the SHR
(SHR-C 0.667£0.086; SHR-OB 0.782+0.083; p>0.05) with obesity. In
conclusion, there was an interaction between strain and treatment in many data
evaluated. The obesity induced cardiac remodeling in both strains and it was
more pronounced in normotensive rats. In this strain, there were CIF increased
and the B-MHC/a-MHC ratio toward a fetal gene program. In the SHR, the

obesity increased only the collagen volume fraction.

Keywords: essential arterial hypertension; obesity; high-fat diet; cardiac

remodeling; myosin; fibrosis.
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1. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

Em condi¢des de sobrecarga funcional, o coracdo apresenta inimeras
alteracoes adaptativas, visando a manutencdo de suas fungdes primordiais
basicas (LORELL & CARABELLO, 2000; CICOGNA, OKOSHI, OKOSH]I,
2000). Estas modificacdes constituem o processo de remodelamento cardiaco e
consistem de variagdes moleculares, celulares e intersticiais, que se manifestam
clinicamente através de alteracdes de tamanho, massa, geometria e funcdo do
coracdo (SWYNGHEDAUWN, 1999; COHN, FERRARI, SHARPE, 2000). O
objetivo primédrio da remodelacdo € manter estdvel o desempenho contratil
cardiaco frente a uma determinada injiria como por exemplo, isquemia,
inflamagao, alteracdes genéticas, e sobrecarga volumétrica ou de pressao
(SELVETELLA et al., 2004; OPIE et al., 2006).

A remodelacdo pode ser acompanhada, dentre outros fatores, de
alteracoes morfologicas, como hipertrofia e fibrose intersticial miocardica
(MATSUBARA et al.,, 1997, OKOSHI et al, 1997, WEBER, SUN,
GUNTAKA, 1999; WEBER 2001; BALDI et al., 2002; BERK, FUJIIWARA,
LEHOUX, 2007) e modificagdes na expressdo de vdrias proteinas miocdardicas
envolvidas no processo de excitacdo-contragdo-relaxamento, como as cadeias
pesadas de miosina (BOLUYT, BING, LAKATTA, 1995; BROOKS et al.,
1997; BALKE & SHOROFSKY, 1998; SWYNGHEDAUW, 1999; ZORNOFF
et al., 2002). A molécula de miosina é composta por um par de cadeias pesadas
(MHC), a e/ou B. Trés isoformas sdo expressas no miocdrdio, diferindo na
composicdo de MHC: aa em Vi, aff em V, e B em V;. Estas isoformas estdo
relacionadas com distintas velocidades de encurtamento das miofibrilas
(TARDIFF et al., 2000; BALDWIN & HADDAD, 2001; PETTE & STARON,
2001; ALPERT et al., 2002).

Dentre as condi¢des precursoras do processo de remodelamento, a

hipertensdo arterial sistémica (HAS) € uma enfermidade que acarreta alteracdes
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adaptativas cardiacas, principalmente com o surgimento de acentuado grau de
hipertrofia ventricular esquerda (OPARIL, ZAMAN, CALHOUN, 2003; BERK,
FUJIWARA, LEHOUX, 2007). Cerca de 75% da casuistica de insuficiéncia
cardiaca humana advém de etiologia hipertensiva (AHA, 2005). Moldes
experimentais t€ém sido utilizados para estudos de modificacdes estruturais e
moleculares do coracdo desencadeadas por HAS. O modelo do rato
espontaneamente hipertenso (SHR) é bastante empregado, pois desenvolve
hipertensdo arterial com caracteristicas similares a dos seres humanos
(TRIPPODO & FROLICH, 1981). Os SHRs apresentam, durante o processo de
maturacdo, remodelacdo ventricular com intensificacdo progressiva do grau de
hipertrofia ventricular, alteracdes na composicdo de isoformas de MHC, com
decréscimo da i1soforma V; e aumento das isoformas V, e V;, e fibrose
intersticial (SWOAP et al., 1995; VULPIS et al., 1996; LIU & LI, 1996; DIEZ
et al., 1997; SWYNGHEDAUW, 1999; COMPAGNO et al., 2001; BING et al.,
2002; McCROSSAN, BILLETER, WHITE, 2004).

Na segunda metade do século XX, verificou-se um aumento
importante da prevaléncia de obesidade que, associada a HAS, tem designado
altas taxas de morbi-mortalidade cardiovascular (ECKEL, BAROUCH,
ERSHOW, 2002; YACH, STUCKLER, BROWNELL, 2006; CABALLERO,
2007). A obesidade humana, per se, acarreta aumento do débito cardiaco, do
volume intravascular, diminuicdo da func¢do diastolica e melhoria da sistdlica do
ventriculo esquerdo, além de promover hipertrofia e fibrose intersticial
miocardica (IACOBELLIS et al., 2002; PASCUAL et al., 2003; MALNICK &
KNOBLER, 2006). Em ensaios experimentais, a obesidade induzida em coelhos
(CARROL & TIAGI, 2005) e ratos normotensos (OUWENS et al., 2005;
CONTI et al., 2004; DU TOIT, NABBEN, LOCHNER, 2005) esteve associada
com hipertrofia ventricular e maior conteudo de coldgeno intersticial miocardico
(DU TOIT, NABBEN, LOCHNER, 2005; LEOPOLDO, 2007). Em

camundongos, a obesidade de etiologia genética promoveu hipertrofia
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miocardica (BAROUCH et al., 2003; MAZUNDER et al., 2004; DONG et al.,
2006) e aumento de B-MHC (BELKE et al., 2002; BUCHANAN et al., 2005; LI
et al., 2000).

A relagdo entre obesidade e remodelacdo cardiaca enfocando,
conjuntamente, a composicdo de isoformas cardiacas de MHC, hipertrofia
miocitaria e fibrose intersticial miocardica, nao foi estudada em ratos
normotensos. Da mesma forma, a influéncia da associacdo entre obesidade e
hipertensdo arterial essencial sobre o processo de remodelagdo cardiaca,
avaliado a partir dessas caracteristicas, ndo foi ainda documentada.

Considerando-se a relevancia dessas duas condi¢des, hipertensdao
arterial essencial e obesidade, o objetivo do trabalho foi testar as seguintes
hipoteses:

1) a obesidade, isoladamente, promove alteracdes na composi¢ao de
isoformas de MHC, acompanhadas de hipertrofia miocitéria e fibrose intersticial
miocdardica em ratos normotensos;

2) a associagdo entre obesidade e hipertensdo arterial essencial
acentua a transicdo da isoforma a- para B-MHC, a hipertrofia e a elevac¢do do
contetido de coldgeno intersticial miocérdico.

Com esta finalidade, foram investigadas as caracteristicas
morfoldgicas, histolégicas e a composi¢do de cadeias pesadas de miosina do
miocdrdio de ratos normotensos € espontaneamente hipertensos submetidos a

obesidade induzida por dietas hipercaloricas.
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24

2. MATERIAL E METODOS

2.1 - Animais e protocolo de experimentaciao

Uma amostra randomica de 20 ratos normotensos da linhagem
Wistar Kyoto (WKY) e 20 ratos espontaneamente hipertensos (SHR), machos e
com 60 dias de idade foi obtida do Biotério do Departamento de Clinica Médica,
Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”. Mediante amostragem simples, os animais foram segregados
em quatro grupos de experimentagdo, segundo linhagem e tratamento: WKY-C,
WKY-0OB, SHR-C e SHR-OB. Os grupos controles (C) foram tratados com
dieta normocaldrica e agua ad libitum. Os grupos obesos (OB) receberam um
tratamento hipercaldrico, composto de cinco diferentes dietas (I, IL, IIL, IV e V),
que foram seqiiencialmente alternadas no decorrer de 20 semanas. Cada dieta foi
ministrada durante uma semana, perfazendo quatro ciclos de intervencao
dietética.

Durante a experimentacdo, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais de polipropileno, preenchidas com aparas de madeira esterilizadas e
alojados sob condicdes monitoradas de temperatura (20 a 24 °C), umidade (40 a
60% de umidade relativa do ar) e luminosidade (alternancia de fases clara/
escura a cada 12 horas). A ingestdo alimentar foi controlada diariamente, em
horario pré-estabelecido; o consumo hidrico e o desenvolvimento ponderal
foram avaliados semanalmente. Para as mensuragcdes ponderais, utilizou-se uma
balanga digital Mettler®, modelo Spider 2.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP,
estando de acordo com o “Guia para Cuidados e Usos de Animais

Experimentais”.
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2.2 - Composicao dos tratamentos normo e hipercalorico

O suporte nutricional foi designado por especificacdoes regimentadas
no guia “Nutrient requirements of the laboratory rat” para roedores de
laboratorio. As dietas I, II, IV e V foram preparadas a partir de uma mistura de
dieta normocaldrica e alimentos industrializados, com suplementacdo protéica,
vitaminica e mineral. O tratamento com dieta III consistiu de uma combinacdo
de dieta balanceada e um composto de dgua e sacarose, na propor¢ao de 300
gramas de acucar para um litro de dgua. A racdo normocaldrica (Padrdo)
consistiu de ragdo comercial para roedores Labina (Purina®, Paulinia, SP,
Brasil).

Os ingredientes das dietas I, II, III, IV e V estdo expostos,
respectivamente, nas Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5. Inicialmente, os itens de preparagdo
foram triturados e homogeneizados. Em seguida, adicionou-se suplementacao
protéica, vitaminica e mineral. A mistura foi entdo compactada em “pellets” e
submetida 2 secagem em estufa ventilada Fane®, sob temperatura de 55 + 5 °C.
Finalmente, o produto obtido foi embalado e armazenado em freezer a —20° C.

A composi¢ao nutritiva das dietas foi obtida por meio de avaliagao
bromatoldgica conduzida no Laboratorio de Melhoramento e Nutricdo Animal
da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de Botucatu, Unesp. As caracterizagoes

nutricionais relativas as dietas estdo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 1. Ingredientes utilizados no preparo da dieta I

Ingredientes Peso (g)
Racdo Labina (Purina®/ SP) 352,7
Amendoim 176,4
Caseina 123,4
Oleo de milho 82,9
Achocolatado 88,2
Bolacha de maisena 176,4
Total 1000

Para cada 1000 g de racdo foram acrescentados: ferro, 19,4 mg; potéssio,
138,4 mg; selénio, 73,1 pg; sulfato de molibidénio, 150,0 pg; vitamina A:
769,2 ng de equivalente de retinol; vitamina B6, 6,0 mg; vitamina B12,
34,6 pg; vitamina D, 61,5 pg; vitamina E, 73,3 mg de equivalente de a-
tocoferol; e biotina, 120,0 pg.

Tabela 2. Ingredientes utilizados no preparo da dieta 11

Ingredientes Peso (g)
Racao Labina (Purina®/ SP) 436,7
Amendoim 218.,4
Caseina 131
Oleo de milho 61,1
Batata frita 152,8
Total 1000

Para cada 1000 g de racdo foram acrescentados: ferro, 26,7 mg; selénio,
62,7 ng; sulfato de molibidénio, 150,0 pg; vitamina A: 704,1 pg de
equivalente de retinol; vitamina B6, 6,0 mg; vitamina B12, 32,5 ng;
vitamina D, 56,3 pg de equivalente de calciferol; vitamina E, 67,2 mg de
a-tocoferol; e biotina, 110,0 pg.

Tabela 3. Ingredientes utilizados no preparo da dieta I11

Ingredientes Quantidade

Racdo Labina (Purina®/ SP) Ad libitum

Agua e agticar 300g sacarose/ litro dgua




Tabela 4. Ingredientes utilizados no preparo da dieta IV

Ingredientes Peso (g)

Racio Labina (Purina®/ SP) 369

Amendoim 184.5

Caseina 101,5
Oleo de milho 68
Macarrao instantaneo 185
Queijo ralado 92

Total 1000

Para cada 1000 g de racdo foram acrescentados: ferro, 24,1 mg; potéssio,
35,6 mg; selénio, 70,8 pg; sulfato de molibidénio, 150,0 pg; vitamina A:
750,5 ng de equivalente de retinol; vitamina B6, 6,0 mg; vitamina B12,
34,2 ng; vitamina D, 60,4 pg de equivalente de calciferol; vitamina E, 71,9
mg de a-tocoferol; e biotina, 120,0 pg.

Tabela S. Ingredientes utilizados no preparo da dieta V

Ingredientes Peso (g)

Racio Labina (Purina®/ SP) 357,1
Amendoim 178,6
Caseina 107,2

Oleo de milho 80,3

Leite condensado 160,7
Bolacha Wafer 116,1

Total 1000

Para cada 1000 g de racdo foram acrescentados: ferro, 25,2 mg; potéssio,
104,8 mg; selénio, 73,1 pg; sulfato de molibidénio, 150,0 pg; vitamina A:
764,6 ng de equivalente de retinol; vitamina B6, 6,0 mg; vitamina B12,
34,5 pg; vitamina D, 61,2 pg de equivalente de calciferol; vitamina E, 72,8
mg de a-tocoferol; e biotina, 120,0 ug.

27
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Tabela 6. Composicao das dietas normo e hipercaldrica

Tratamentos
Componentes
Dietal Dietall Dieta III Dieta IV Dieta V
Proteina (%) 28,22 30,14 25,38 29,37 27,47

Carboidrato (%) 40,43 29,97 46,24 34,78 41,35

Gordura (%) 20,32 24,51 3,17 23,62 20,72

Minerais (%) 3,91 5,03 9,42 5,61 4,31
Fibras (%) 3,07 4,57 5,91 4,05 2,77
Umidade (%) 4,05 5,78 9,88 2,57 3,38

| Calorias (Keallg) 457 461 315 460 461

OBS: A dieta III corresponde a dieta comercial Labina (Purina, Paulinia, SP) e a mistura
de d4gua com sacarose na concentracdo de 300 g/litro (1,2 kcal/ml de dgua).

2.3 - Critérios de exclusao de ratos dos grupos Controle e Obeso

Em ensaios cientificos de natureza experimental, embora fixadas as
condicoes ambiente e operacional, o acaso e a individualidade inerente as
parcelas de estudo podem contribuir para a obtencdo de importante
heterogeneidade de resposta, ainda que fixado o fator de investigacgdo.
Considerando a combinac¢do de dois fatores independentes - linhagem e dieta -
animais de mesma estirpe e sob tratamento semelhante podem, dessa forma,
externar relevante variabilidade residual de comportamento. Em razao disso,
alguns critérios foram estabelecidos previamente ao desenvolvimento desta
pesquisa, almejando uma melhor caracterizagdo dos grupamentos quanto a
condicdo de obesidade. Neste ambito, fixado a linhagem, para a composi¢ao dos

grupos C e OB, foram empregados dois critérios depurativos:
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1. Ingestao alimentar semanal (IAS): um intervalo de 95% de
confianca (IC) foi construido ao redor da média da TAS de cada grupo. Os
animais dos grupos C com valores de IAS acima do limite superior do intervalo
projetado, por pelo menos 16 semanas, foram descartados do respectivo grupo.
A mesma conduta foi utilizada para os grupos OB; nestes casos, a depuragdo
envolveu a exclusdo de parcelas com IAS abaixo do limite inferior do IC

especifico do grupo, durante periodo de 16 a 20 semanas;

2. Peso corporal final: levando-se em conta a exclusdo inicial, um
novo IC foi elaborado, tendo como referéncia o peso corporal dos animais
remanescentes nos grupos de estudo. Um ponto de separacdo (PS) foi
estabelecido entre as distribuicdes ponderais dos grupos C e OB. Retido a
linhagem, o valor médio entre o limite superior do grupo C e o limite inferior do
grupamento OB foi fixado como referencial. Foram excluidos animais dos
grupos C com peso corporal acima do PS e animais dos grupos OB com peso

corporal abaixo do PS.

2.4 - Eficiéncia alimentar e ingestao caldrica

Com a finalidade de analisar a conversao do teor energético ingerido
em peso corporal, considerou-se a eficiéncia alimentar (EA), obtida da razédo
entre variacdo ponderal individual (g) e energia total ingerida (Kcal) a cada
semana (DINIZ et al., 2004; RELLING et al., 2006). A ingestao calorica foi
avaliada a partir da seguinte férmula: ingestdo alimentar semanal multiplicada

pelo valor caldrico de cada dieta (BORST & CONOVER, 2005).
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2.5 - Caracteristicas hemodinamicas e metabolicas

2.5.1 - Pressao arterial sistolica

A afericdo da pressdo arterial sistdlica foi executada no inicio € no
final do periodo experimental. O procedimento técnico de mensuragdo consistiu
da pletismografia (PFEFFER, PFEFFER, FROHLICH, 1971), utilizando-se um
esfigmomandmetro com especificacdes Narco Bio-System ®, modelo 709-0610
(International Biomedical, Inc., USA).

Como conduta prévia, os animais eram aquecidos a temperatura de
40° C durante cinco minutos, objetivando promover vasodilatagio periférica, em
especial da artéria caudal. Em seguida, o manguito foi ajustado ao redor da
cauda e conectado a um transdutor de pressdo. Procedia-se entdo ao registro das

curvas de pressdo, com utilizagdo de um poligrafo Gould, modelo RS 3200.

2.5.2 — Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Como a obesidade promove alteracdes da tolerdncia glicémica
(AKIYAMA et al, 1996), foi efetuado o TOTG ao final do periodo
experimental, objetivando-se avaliar a resposta metabdlica a glicose. Para tanto,
os animais foram mantidos em jejum durante um intervalo de 12 a 15 horas, a
partir das 19h00. Na seqiiéncia, amostras sanguineas foram coletadas apos
pequena incisdo junto a artéria caudal e prontamente destinadas a mensuragdo
glicémica referente ao momento basal. Procedia-se entdo a execucdo de
gavagem com solucdo de glicose a concentracdio de 20% (Glicose
Monohidratada, Merck, Sdo Paulo, Brasil), dosagem equivalente a trés gramas
por quilo de peso corporal (DINIZ et al., 2004). As demais aferi¢des foram
realizadas em 60, 120, 180 e 240 minutos decorridos do momento basal. Como

instrumental de medicdo, utilizou-se um dispositivo aferidor de glicose —
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glicosimetro — da marca ACCU-CHEK GO KIT (Roche Diagnostic Brazil Ltda,
SP, Brazil).

2.6 - Avaliacao da composicao corporal

Concluidos os procedimentos de andlise in vivo, os animais foram
mantidos em jejum por um periodo de 12 a 15 horas, submetidos a anestesia
intraperitoneal com pentobarbital sodico (50 mg/kg) e eutanasiados por
decapitacdo. O sangue foi coletado em recipientes heparinizados. Em seguida,
executou-se toracotomia e laparotomia mediana para remog¢do do coracdo e de
fragmentos hepaticos e pulmonares, destinados a caracterizacdo morfoldgica e
determinacdo da umidade. Por fim, procedeu-se com a extracdo dos tecidos
adiposos brancos dos sitios anatdmicos retroperitoneal, epididimal e visceral, os
quais foram submetidos a pesagem para a andlise da adiposidade.

Na seqiiéncia, para a avaliacdo da taxa de gordura da carcaca, o
arcabouco estrutural foi armazenado em estufa ventilada Fanem ®, a
temperatura de 100 £ 5 °C, onde foi mantido durante 72 horas. Apds a secagem,
o material foi envolvido em papel filtro e o conteido adiposo foi obtido,
utilizando-se aparelho Extrator de Soxhlet (Corning Incorporated, USA). Os
valores relativos de gordura da carcaca foram indicados pela férmula [(PP-
PSSG)/PPr] x 100 (%), onde PP: peso pds-ressicacdo; PSSG: peso seco apos a

extracao adiposa e PPr: peso in natura, prévio a secagem.

2.7 - Analise bioquimica sérica

Para avaliacdo do perfil bioquimico sérico, as amostras sanguineas
foram submetidas a centrifugacdo (3000 rpm) durante 10 minutos e prontamente
armazenadas sob a temperatura de —-80 °C para andlises posteriores. As

determinacdes de colesterol total, lipoproteinas de alta e baixa densidades,
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triacilglicerol, glicose, proteinas totais e albumina foram executadas por
procedimento enzimético colorimétrico, utilizando-se kits especificos (CELM -

Cia. Equipadora de Laboratorios Modernos — Barueri, Sao Paulo, Brasil).

2.8 - Estudo morfolégico

2.8.1 - Caracteristicas gerais

A caracterizacdo morfolégica abrangeu a andlise das seguintes
variaveis: peso corporal final (PCF), peso dos étrios (A), razdo entre A e PCF
(A/PCF), peso do ventriculo direito (VD), razdo entre VD e PCF (VD/PCF),
peso do ventriculo esquerdo (VE) e razdo entre VE e PCF (VE/PCF).

A avaliagdo da umidade envolveu amostras cardiacas dos atrios e
ventriculos e fragmentos pulmonares e hepaticos. Apds a remocdo tecidual,
executou-se a pesagem in natura. Em seguida, as amostras foram submetidas a
secagem em estufa, sob temperatura de 55 + 5 °C, que se estendeu por 48 horas.
Por fim, os valores relativos de umidade foram calculados mediante a seguinte
formula: [(PU-PS)/PU] x 100 (%), onde PU: peso in natura; PS: peso apds o

procedimento de secagem.

2.8.2 — Analise histolégica do tecido cardiaco

Os procedimentos para confeccdo de laminas histolégicas provieram
dos métodos previamente descritos por Zornoff et al. (2006) e Matsubara et al.
(2006). As preparacdes histologicas foram realizadas no Laboratorio
Experimental de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp.
ApOs toracotomia mediana e remocdo cardiaca, amostras da parede anterior do
VE foram retiradas a partir de incisdo transversal a seis mm do apice. Como

procedimento de fixacdo, os fragmentos foram imersos em solu¢do tamponada
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de formol a 10%, na qual foram mantidos por 48 horas. A seguir, cada
fragmento miocardico foi banhado em dgua corrente por 24 horas e imersos em
solucdo de etanol a 70%, onde foram mantidos por mais 48 horas. Apos a etapa
de fixacdo, os materiais foram inclusos em blocos de parafina.

Cortes histologicos de quatro pm de espessura foram coletados em
laminas histoldgicas e corados com solugdo de hematoxilina-eosina (HE) para a
avaliacdo morfométrica transversa dos midcitos. Similarmente, laminas
contendo seccoes teciduais de seis um de espessura foram submetidas a
coloragdo com técnica de Picro — sirius red (PSR).

Para o coOmputo morfométrico das dreas seccionais, entre 50 e 70
midcitos cardiacos foram amostrados de cada animal. Como principio de
analise, estas células deveriam advir da camada subendocardica ventricular,
apresentar formato eliptico e conter ntcleo visivel e situado no centro da célula
(MATSUBARA et al., 2000). Esta conduta objetivou precisar a0 maximo as
mensuracdes dentro de cada conjunto individual, minimizando a variacdo
residual entre as unidades celulares.

As laminas coradas por PSR foram utilizadas para a quantificacao do
conteiudo de colageno do meio intersticial miocardico, avaliado por meio de
videodensitometria. Retidas as imagens, os componentes do tecido cardiaco
foram identificados, segundo a cor realcada. Os filamentos de coldgeno
refletiram a cor vermelha enquanto os midcitos revelaram a coloragdo amarela.
A fracdo intersticial de coldgeno correspondeu a medida relativa (%) do
conteido de coldgeno sob toda a extensdo tecidual. Um minimo de 20 campos
foi utilizado e regides perivasculares foram desconsideradas.

Como instrumental analitico, os cortes histolégicos foram projetados
em aumento de 40 vezes com o auxilio de microscépio, LEICA DM LS,
acoplado a uma camera de video que projeta imagens digitais em um
microcomputador IBM, equipado com programa analisador de imagens Image

Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).
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2.9 - Analise da composicao de cadeias pesadas de miosina do miocardio

2.9.1 - Processamento das amostras

Para o desenvolvimento do protocolo de eletroforese, necessaria para
a separacdo das isoformas de miosina, fragmentos da parede anterior do
ventriculo esquerdo foram removidos e submetidos a congelamento em
nitrogénio liquido, sob temperatura de —185° C (DAL PAI, 1995).

As amostras foram trituradas e homogeneizadas em solugdo de
extracdo (pH=7) composta por: tampao fosfato de potéassio 0,1 M, 50% (v/v);
sucrose 1M, 30% (v/v); DTT, 0,5% (v/v); EDTA (pH=8), 0,2% (v/v); PMSF,
0,3% (v/v); fluoreto de s6dio (NaF), 3% (v/v); e inibidor de fosfatase, 1% (v/v).
Em seguida, os compostos resultantes foram submetidos a centrifugacdo de
12000 rpm a 4 °C, durante 20 minutos. Apds o descarte dos homogenatos,
procedeu-se com a quantificacdo protéica dos extratos resultantes, segundo o

método de Bradford (1976).

2.9.2 - Preparacao e composicao de géis

A preparacdo e composi¢cdo do gel de resolucdo (gel de corrida)
provieram dos métodos de Talmadge & Roy (1993) e Reiser & Kline (1998),
modificando-se a concentracdo de glicerol conforme Vescovo et al. (1998). O
gel de poliacrilamida a concentracdo de 8% foi constituido por solucdo
acrilamida/ bisacrilamida (30,8%), glicerol (37,5%), solucdo 1,5 M de Tris (pH
8.,8), 10% de solu¢do de duodecilsulfato de sédio (SDS), 10% de persulfato de
amonio (APS) e 0,06 % de Temed. A etapa de polimerizacao do gel se estendeu
por aproximadamente uma hora.

Similarmente, a preparacdo e composi¢ao do gel de empacotamento

seguiram os métodos descritos por Talmadge & Roy (1993) e Reiser & Kline
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(1998). O gel de poliacrilamida a 4% foi composto por solugdo de acrilamida/
bisacrilamida (30,8%), agua deionizada, 5% de glicerol, solu¢do 1,5 M de Tris
(pH 8,8), 10% de solucao de duodecilsulfato de sodio, 10% de persulfato de
amonio (APS) e 0,06% de Temed. Este gel foi ministrado sobre o gel de
resolucdo polimerizado. Concluida a polimerizacdo do gel de empacotamento,
uma solugdo de azul de bromofenol foi aplicada em cada po¢o, como marcador
da corrida eletroforética.

A eletroforese foi executada duas vezes, em concentracdoes amostrais
distintas. No primeiro gel, ministrou-se um total amostral de 10 ug e, mantidas
as condi¢cdes de corrida, no segundo gel, aplicou-se 8 pg de proteina por

amostra.

2.9.3 - Eletroforese

O equipamento de eletroforese utilizado foi o modelo HOEFER
SE600 (Pharmacia, Amersham Biosciences, USA), com espagamento de 0,75
mm para aplicacdo dos géis. Inicialmente, as placas de vidro (16 x 18 cm) a
serem utilizadas na montagem da cuba foram asseadas com 4gua e sabdao neutro
e esterilizadas com solu¢do de etanol a 100%. A seguir, o conjunto foi disposto
sobre superficie plana para secagem ao ar livre (WARREN & GREASER,
2003).

A separacdo das isoformas de MHC foi efetuada sob corrente
constante a voltagem de 70 volts (TALMADGE & ROY, 1993). Duas solugdes
tampOes foram constituidas para a realizagdo da corrida eletroforética: solugao
tampao superior, com 50 mM de Tris, 384 mM de glicina, pH 8,3, 0,2% SDS e
546 pl de 2-mercaptoetanol, e solu¢do tampao inferior, que possuia a mesma
composi¢cdo, excetuando-se o acréscimo de 2-mercaptoetanol. Durante a
execucdao do processo, a temperatura da solugdo tampao inferior foi mantida

constante (20° C), com a utilizagio de um banho circulante de refrigeragido
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(Modelo TE 2000, Tecnal® — S3ao Paulo/SP, Brasil). A eletroforese teve duragao
de 30 a 36 horas. Ao fim do procedimento, os géis foram corados com solucao
de Coomassie Brilliant blue a 0,25%.

Todos os reagentes utilizados eram procedentes das marcas Sigma

Aldrich (St. Louis, USA) e PlusOne (Amersham Biosciences, USA).

2.10 - Analise Estatistica

A distribuicdo de freqii€éncia de animais obesos € ndo obesos em
relacdo aos niveis de tratamento, normo e hipercaldrico, foi analisada pelo teste
de propor¢oes binomiais, teste Z, para avaliacdo de contrastes inter e intra
linhagens (NORMAN & STREINER, 1994).

A andlise da evolugdo do peso corporal em funcdo do periodo
experimental foi efetuada por meio da construcdo de modelos de regressao
linear e ndo linear. A comparacdo entre os modelos foi feita pelo teste do
coeficiente angular e da constante de regressao (DRAPER & SMITH, 1998).

O estudo das varidveis nutricionais, do perfil glicémico e da pressao
arterial sistOlica, considerando-se os momentos seqiienciais de avaliagdo, foi
realizado pelo emprego da anélise de variancias dos perfis médios (MANOVA)
para o esquema fatorial 2x2 (duas linhagens por dois niveis de tratamento), no
modelo de medidas repetidas, complementada com a constru¢ao dos intervalos
de confianca simultaneos de Hotteling (JOHNSON & WICHERN, 2002).

A caracteristicas restantes, perfil bioquimico sérico, histologia
cardiaca e composicdao das cadeias pesadas de miosina, foram estudadas por
andlise de variancia (ANOVA) para o esquema fatorial 2x2 (duas linhagens por
dois niveis de tratamento), complementado com o teste de comparacdes
multiplas de Tukey (MONTGOMERY, 1991). Todas as conclusdes estatisticas

foram discutidas ao nivel de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS
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3. RESULTADOS

3.1 - Composicao dos grupos

No decorrer do periodo experimental, um animal da linhagem SHR
foi retirado da pesquisa e, portanto, somente 19 foram considerados para a
defini¢ao dos grupos de SHRs, sendo 10 no grupo SHR-C e nove no grupamento
SHR-OB. Na linhagem de WKY, ndo houve descarte de animais no decorrer do
experimento, nos grupos controle e obeso.

Neste trabalho, assim como em estudos anteriores (NASCIMENTO,
2006; LEOPOLDO, 2007; LUVIZOTTO, 2007), foram utilizados dois critérios -
Ingestao Alimentar e Peso Corporal Final - para o refinamento da
composicdo dos grupos controle e obeso, fixadas as cepas. Dessa forma, a luz
dos julgamentos previamente estabelecidos, obteve-se a seguinte distribuicao de

freqii€ncias, segundo linhagem e tratamento:

* Grupo SHR - dieta normocaldrica (SHR-C): 10 animais;
» Grupo SHR - dieta hipercaldrica (SHR-OB): oito animais;
» Grupo WKY - dieta normocalérica (WKY-C): cinco animais;

» Grupo WKY - dieta hipercalérica (WKY-OB): cinco animais.

Apo6s a execucdo dos critérios de exclusdo, constatou-se a ocorréncia
de interacdo entre os fatores linhagem e tratamento. A comparagdo entre os
nimeros de SHRs e WKYs, fixado os niveis de tratamento, revelou diferenca
estatisticamente significante entre as duas cepas (Tabela 7). Do total de nove
SHRs tratados com dieta hipercaldrica (DH), houve a exclusdo de um animal
(11,1%). Em contraste, no grupo WKY que recebeu DH, configurou-se a

remoc¢do de cinco ratos, ou seja, 50% do numero inicial. Considerando cada
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estirpe 1soladamente, ndo se constatou diferencga estatisticamente entre os grupos

C e OB (Tabela 7).

Tabela 7. Proporcao de animais, segundo linhagem e tratamento,
apos depuracio dos grupos experimentais

Dietas
Linhagens = Normocalorica Hipercaldrica Total
SHR 10 (100%) *® 8 (88,9%) *° 19
WKY 5 (50%) ** 5 (50%) ** 20

SHR: ratos espontaneamente hipertensos; WKY: ratos normotensos; a, b: versus
grupo de mesma linhagem sob tratamento distinto; A, B: versus grupo sob mesmo
tratamento; caracteres distintos revelam diferenca estatisticamente significante
nas comparacoes efetuadas; teste de propor¢des binomiais (Teste Z); p<0,05.

Pode-se constatar na Tabela 7 que as linhagens externaram
comportamento distinto em relagdo as dietas. Nos SHRs, o tipo de tratamento
promoveu uma nitida diferenciacdo entre grupo C e OB, em relacdo a indugdo
de obesidade. No grupo controle, ndo houve exclusdo de SHRs a partir dos
critérios ministrados; todos os animais apresentaram um perfil ponderal tipico e
distinto do comportamento exibido por animais tratados com DH. Dentre estes,
88,9% foram classificados como obesos € permaneceram no grupo OB.

Na cepa de WKYs, ndo foi obtido um padriao similar de resposta.
Sem adocdo de critérios depurativos, ndo se verificou clara diferenciacao
ponderal entre grupo C e OB, levando-se em conta o tipo de dieta ofertada
(dados ndo expostos). No grupo C — tratado com dieta normocaldrica — 50% dos
componentes externaram comportamento ponderal compativel com a condi¢do
de obesidade e foram excluidos da composicdo final do grupo. No grupo
designado como obeso, portanto tratados com dieta hipercalérica, somente 50%

dos animais se tornaram obesos frente aos critérios adotados.
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3.2 - Perfil Nutricional

3.2.1 — Ingestao alimentar

Na Tabela 8, sdao apresentados os resultados da ingestdo alimentar
(g). Fixando-se a estirpe, constatou-se que os grupos OB sempre ingeriram
menor quantidade de racdo do que os grupos C durante a progressdo do
experimento. Retendo-se o tratamento, os grupos C revelaram comportamento
alimentar similar entre os 2° e 4° ciclos de dietas. Durante o 1° ciclo, o grupo
WKY-C apresentou maior ingestdao do que o SHR-C. Durante todo o periodo
experimental, entre os grupos OB, o WKY-OB externou maior consumo de
racao em relacdo ao SHR-OB. Considerando os momentos de avaliagdo, o perfil
alimentar de cada grupo se manteve constante no decorrer das 20 semanas de

experimentacao.

Tabela 8. Medidas descritivas da ingestao alimentar (g), segundo linhagem,
tratamento e momentos de avaliacio

Momentos de avaliacao

Grupos 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo

SHR-C  228+08"* 229+08"* 227+0,8" 224+0,8"
SHR-OB 142+05"" 144+0,6™" 149+0,7*" 150+0,6™"
WKY-C 254+19"* 246+28°" 232433 230+3,6"¢
WKY-OB 182+24** 171+19* 177+12** 178+18*"

Valores em média + erro padrdo; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com
dieta normocaldrica; SHR-OB: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta
hipercaldrica; WKY-C: ratos normotensos tratados com dieta normocaldrica; WKY-OB:
ratos normotensos tratados com dieta hipercaldrica; a, b: versus mesma linhagem em
momento similar; A, B: versus mesmo tratamento em momento similar; o, B: versus
momentos; caracteres distintos revelam diferencgas estatisticamente significantes; MANOVA,
modelo de medidas repetidas, complementada com a construcio dos intervalos de confianca
simultaneos de Hotteling; p<0,05.
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3.2.2 — Ingestao calodrica

Na Tabela 9, sdo expostos os resultados referentes a ingestao
caldrica. Nos SHRs, verifica-se que os grupos OB e C apresentaram ingestao
caldrica semelhante apenas no 1° ciclo. A partir do 2° ciclo, o grupo SHR-OB
reportou maior ingestdo caldrica em relagdo ao SHR-C. Considerando os
momentos, o grupo SHR-OB apresentou ascensdo estatisticamente significante
entre os 1° e 3° ciclos. Na estirpe dos WKYs, o grupo OB sempre externou
maior ingestdao energética em comparacdo ao C. Ambos os grupos revelaram
consumo caldrico constante com a progressao do periodo. Na comparagio entre
linhagens, fixando-se o tratamento, o grupo SHR-OB ingeriu menos calorias do
que o grupo WKY-OB nos quatro ciclos. Entre grupos controles, foram
constatadas diferencas significativas no 1° e no 4° ciclo. Enquanto nas primeiras
cinco semanas de intervencdo, o grupo SHR-C reportou menor consumo
calérico do que o WKY-C, no 4° ciclo, os animais hipertensos consumiram

menos calorias do que os WKYs controle.

Tabela 9. Medidas descritivas da ingestao caldrica (Kcal/ g), segundo
linhagem, tratamento e momentos de avaliacao

Momentos de avaliacao
Grupos 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo
SHR-C 719425  722+26*" 714+25" 704+2,5%"
SHR-OB 73,7+2,6*" 794+35"F 828+48"F 8424209
WKY-C  79,7+5,6"" 773+87*" 732+10,3** 558+7,5"
WKY-OB 91,0+10,5"* 873+85" 921+55" 9]13+73""

Valores em média + erro padrdo; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com
dieta normocaldrica; SHR-OB: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta
hipercaldérica; WKY-C: ratos normotensos tratados com dieta normocalérica; WKY-OB:
ratos normotensos tratados com dieta hipercaldrica; a, b: versus mesma linhagem em
momento similar; A, B: versus mesmo tratamento em momento similar; o, B: versus
momentos; caracteres distintos revelam diferencgas estatisticamente significantes; MANOVA,
modelo de medidas repetidas, complementada com a construcio dos intervalos de confianca
simultaneos de Hotteling; p<0,05.
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3.2.3 — Eficiéncia alimentar

Na Tabela 10, sdo expostos os resultados referentes a efici€ncia
alimentar. Considerando as linhagens, o tipo de dieta influenciou a eficiéncia
alimentar somente na cepa dos WKYs. O grupo OB reportou maior eficiéncia
alimentar em relagdo ao C nos 2°, 3° e 4° ciclos. Fixado o tratamento, os grupos
WKY-OB e SHR-OB apresentaram eficiéncia alimentar similar apenas durante
o 1° ciclo. Entre os grupos C, ndo se constatou diferenca significante em todos
os momentos avaliados. Nos quatro grupos, a efici€éncia alimentar diminuiu
progressivamente com a extensdo do periodo experimental, tornando-se

constante a partir do 3° ciclo (Tabela 10).

Tabela 10. Medidas descritivas da eficiéncia alimentar (g/Kcal), segundo
linhagem, tratamento e momento de avaliacao

Momentos de avaliacao

Grupos 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo

SHR-C  0,32+0,04*® 0,12+0,02** 0,06 +0,02*** 0,03 +0,01*"
SHR-OB 0,31 £0,03*° 0,13 +0,02**" 0,08 +£0,01*** 0,04 0,01 *
WKY-C 0,29 £0,05**" 0,12 £0,03** 0,07 £0,03*** 0,04 + 0,02

WKY-OB 0,33 +0,03*° 0,17+0,03" 0,13 £0,03** 0,11 £0,01 "

Valores em média + erro padrdo; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com
dieta normocaldrica; SHR-OB: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta
hipercalérica; WKY-C: ratos normotensos tratados com dieta normocalérica; WKY-OB:
ratos normotensos tratados com dieta hipercaldrica; a, b: versus mesma linhagem em
momento similar; A, B: versus mesmo tratamento em momento similar; o, B: versus
momentos; caracteres distintos revelam diferencgas estatisticamente significantes; MANOVA,
modelo de medidas repetidas, complementada com a construcio dos intervalos de confianca
simultaneos de Hotteling; p<0,05.
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3.2.4 — Consumo hidrico

Na Tabela 11, pode-se constatar que o consumo hidrico ndo sofreu
influéncia do tipo de tratamento e do momento de avaliagio em ambas as
linhagens. Fixado o tratamento, os WKY's apresentaram menor consumo hidrico

do que os SHRs, durante o 3° e 0 4° ciclo de avaliagdo.

Tabela 11. Medidas descritivas da ingestao hidrica (ml), segundo linhagem,
tratamento e momentos de avaliacao

Grupos Momentos de avaliacio
1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo
SHR-C 462 £4,5" 474 +63™" 494 +43%5 481 +7,3%
SHR-OB 40,9 +3,6™" 463 +4,1*" 49,1 +59"" 48,0+4,.2""
WKY-C 46,0 £8,1°" 42,0+7,9*" 404 +6,0" 384+73*
WKY-OB 428 +7,6" 40,8+93" 422+6,8*" 40,6+ 6,6

Valores em média + erro padrdo; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com
dieta normocaldrica; SHR-OB: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta
hipercalérica; WKY-C: ratos normotensos tratados com dieta normocalérica; WKY-OB:
ratos normotensos tratados com dieta hipercaldrica; a, b: versus mesma linhagem em
momento similar; A, B: versus mesmo tratamento em momento similar; o, B: versus
momentos; caracteres distintos revelam diferencgas estatisticamente significantes; MANOVA,
modelo de medidas repetidas, complementada com a construcio dos intervalos de confianca
simultaneos de Hotteling; p<0,05.
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3.2.5 — Peso corporal

Na Tabela 12, estdo expostos os valores de peso corporal, segundo
linhagem e tratamento, obtidos ap6s as 20 semanas de experimentacdo. Fixada a
linhagem, constatou-se que a obesidade promoveu elevacdo do peso corporal
nas duas cepas. Retidos os niveis de tratamento, pdde-se verificar que os ratos
normotensos reportaram valores ponderais superiores aos exibidos pelos SHRs,

nas duas comparagoes efetuadas.

Tabela 12. Medidas descritivas do peso corporal final
(g), segundo linhagem e tratamento

. Dietas
Linhagens
Normocalérica Hipercalorica
SHR 370 + 16** 411+9
WKY 482 39" 611 +48""

SHR: ratos espontaneamente hipertensos; WKY: ratos normotensos;
A, B: versus grupo de mesma linhagem sob tratamento distinto; a, b:
versus grupo sob mesmo tratamento; caracteres distintos revelam
diferenca estatisticamente significante nas comparagdes efetuadas;
ANOVA, complementada com teste de comparagdes multiplas de
Tukey; p<0,05.

3.2.6 - Comportamento ponderal em funcao do tempo de

experimentacao

A andlise do perfil ponderal dos animais em funcdo do tempo de
experimento foi efetuada mediante a construcdo de modelos de regressao linear
e nao linear (DRAPER & SMITH, 1998). O estudo de inumeros modelos
objetivou a obtencdo da representacdo matemadtica de maior acuricia para
predi¢do do peso corporal. Na Tabela 13, estdao listados os modelos matematicos

e os respectivos coeficientes de determinacdo, de acordo com o grupo de
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animais. Na avaliacdo conjunta dos quatro grupos, a expressao matematica que
melhor representou a relagio entre peso corporal e tempo de experimento foi o
modelo logaritmico de regressdo ndo linear: y = ax” (logy, = log, + blogy,). A
menor taxa de erro ocorreu no grupo SHR-OB, cujo coeficiente de determinagdo

foi de 97,62%.

Tabela 13. Representacao esquematica dos modelos de regressao linear e
nao linear do perfil ponderal em funcao do tempo experimental

Modelos Coeficientes de determinacao (%) segundo o
grupo

SHR-C SHR-OB WKY-C WKY-OB
y=a+bx 77,28 86,58 76,57 84,95
y=a+bx + cx’ 92,64 97,19 87,58 89,36
y =a+ bx + cx’ + dx’ 94,17 97,94 88,76 89,96
y=a+bVx + cx 94,26 98,02 88,84 89,98
y =ax" (log, = log, + blog,) 93,59 97,62 92,24 91,60
y = ab* 72,18 80,32 74,95 81,39
y=a+b/x 87,92 86,60 80,50 73,35
y=1/(a +bx) 66,16 73,30 71,96 75,27
y =a + bInX 94,03 97,62 88,78 87,71
y = a + blog, 94,03 97,62 88,78 87,71
log, = a + b/x 91,51 91,43 87,23 81,61
y = a + bVx + cx + dVx? 94,26 98,02 88,86 90,00

y: peso corporal e x: semana + 1; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com
dieta normocalérica; SHR-OB: ratos espontaneamente hipertensos obesos tratados com dieta
hipercaldrica; WKY-C: ratos normotensos controle tratados com dieta normocalérica; WKY-
OB: ratos normotensos tratados com dieta hipercaldrica.

A partir do modelo que melhor representou a relagdo entre peso e
tempo de experimento, foi possivel predizer os valores ponderais dos animais
em funcdo da semana de avaliacdo. Estimados os pesos médios e os intervalos
de confiancga dos grupos, definiu-se 0 momento em que ha diferenca significante

entre os perfis ponderais dos grupos. Na linhagem dos SHRs, as diferencas entre
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os grupos C e OB foram constatadas a partir da segunda semana do periodo
experimental. Da mesma forma, na linhagem WKY, as evolu¢des ponderais dos
grupos C e OB evidenciaram diferencas significativas no inicio da segunda

semana (Figura 1).
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Figura 1. A: Perfil ponderal dos grupos SHR-C e SHR-OB em funcdo da semana de

avaliacdo; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta
normocaldrica; SHR-OB: ratos espontaneamente hipertensos obesos tratados com
dieta hipercaldrica; B: Perfil ponderal dos grupos WKY-C e WKY-OB em funcao
da semana de avaliacio; WKY-C: ratos normotensos Wistar Kyoto tratados com
dieta normocaldrica; WKY-OB: ratos normotensos Wistar Kyoto tratados com
dieta hipercaldrica; LI: limite inferior do intervalo de 95% de confianca para o
peso corporal; Média: média do intervalo de 95% de confianga para o peso
corporal; LS: limite superior do intervalo de 95% de confianca para o peso
corporal.
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3.2.7 — Avaliacao da taxa de gordura corporal

A quantificacdo do tecido adiposo proveniente dos compartimentos
visceral, retroperitoneal, epididimal e da carcaca foi efetuada. Na Tabela 14,
estdo expostas as medidas obtidas, segundo linhagem e tratamento. Nos SHRs,
com excecdo da gordura da carcacga, ocorreram diferencas significativas entre os
depositos adiposos dos grupos C e OB. Nos WKYs, a DH promoveu aumento
significante de gordura em todos os segmentos estudados. Fixando-se o
tratamento, os WKY's apresentaram maior concentracdo de tecido adiposo em

relacdo aos SHRs nas duas comparagdes efetuadas.

Tabela 14. Medidas descritivas de gordura segmentar, segundo linhagem e

tratamento
Localizacao Linhagem Grupos
Controle (C) Obeso (OB)

. SHR 3,90 £0,47 ** 6,78 + 1,33 **
Visceral (g) WKY 8,20 +3,17 " 19,84 +2,25
_ SHR 5,06 + 1,87 * 8,22 £ 1,25
Retroperitoneal (g WKY 10,18 +3,22°* 31,29 +3,65 "
o SHR 4,09 £0,33 ** 7,08 + 1,06 *°
Epididimal (g) WKY 10,21 +4,23 °* 25,51 +2,86 ™
SHR 28,08 +4,92 ** 45,51 +9,51 **

Carcaga (g) WKY 74,13 £22,34 %A 183,16 + 47,16 ™

Valores em média + desvio padrao; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com
dieta normocaldrica; SHR-OB: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta
hipercalérica; WKY-C: ratos normotensos tratados com dieta normocalérica; WKY-OB:
ratos normotensos tratados com dieta hipercaldrica; a, b: versus grupo sob mesmo
tratamento; A, B: versus grupo de mesma linhagem; caracteres distintos revelam diferencas
estatisticamente significantes; ANOVA, complementada com teste de comparagdes multiplas
de Tukey; p<0,05.
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Na Tabela 15, estdo apresentados os valores relativos dos depdsitos
adiposos, em referéncia ao peso corporal total. Retida a linhagem, a dieta
hipercaldrica promoveu aumento significativo de adiposidade em todos os sitios
teciduais avaliados, em ambas as cepas. Ademais, a linhagem dos WKYs, além
de reportar maior peso corporal, revelou maior contetido de gordura em relacao

aos SHRs, nos dois niveis de tratamento.

Tabela 15. Medidas relativas (%) das taxas de gordura segmentar e
totalizada, segundo linhagem e tratamento

Variavel Linhagem Grupos
Controle (C) Obeso (OB)
aA aB
Gordura Visceral SHR 1,05 +0,10 1,65 +0,31
WKY 1,68 £ 0,50 ** 3,24 +0,18 °®
Gordura SHR 1,36 £0,20 ** 2,00 +0,28 *®
Retroperitoneal WKY 2.10 + 0,59 512 +047"®
aA aB
Gordura Epididimal SHR 1,10 £ 0,06 1,72 £ 0,24
WKY 2,09 +£0,70 *A 4,19 £ 0,558
aA aB
Gordura da SHR 7,03 1,03 10,25 +2.10
Carcaca WKY 14,38 + 4,03 *A 26,65 +5,41 %8
aA aB
Gordura Total SHR 10,55 1,21 15,62 £2,77
WKY 20,25 +5,50 °A 39,20 + 5,43 °B

Valores em média + desvio padrao; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com
dieta normocaldrica; SHR-OB: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta
hipercaldérica; WKY-C: ratos normotensos tratados com dieta normocalérica; WKY-OB:
ratos normotensos tratados com dieta hipercaldrica; a, b: versus grupo sob mesmo
tratamento; A, B: versus grupo de mesma linhagem; caracteres distintos revelam diferencas
estatisticamente significantes; ANOVA, complementada com teste de comparagdes multiplas
de Tukey; p<0,05.
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3.2.8 — Perfil glicémico e lipidico sérico

Na Tabela 16, estdo expostos os resultados das determinacdes
bioquimicas séricas de glicose (GL), colesterol total (CT), lipoproteinas de alta
(HDL) e baixa (LDL) densidades, proteina total (PT), albumina (ALB) e
triacilglicer6is (TG). Considerando a dosagem de GL, na estirpe dos SHRs, o
tipo de dieta ndo promoveu modificagdes dos niveis glicémicos basais entre os
grupos C e OB. Contudo, nos WKYs, constatou-se diferencas decorrentes do
tipo de tratamento: o grupo WKY-C reportou teor de GL superior ao encontrado
no grupo WKY-OB. Fixado o tratamento, foram constatadas diferencgas
significativas designadas pela linhagem; os WKYs, tratados com dietas normo e
hipercaldrica apresentaram indices de GL maiores do que os verificados nos
SHRs.

Em relacdo ao perfil lipidico, particularmente na linhagem dos SHRs,
foi constatado que o tipo de dieta promoveu alteragdes significantes nos niveis
de CT, HDL e LDL. Em todas as varidveis analisadas, o grupo SHR-OB exibiu
respostas inferiores as reveladas pelo grupamento SHR-C. Na cepa dos WKYs,
nao foram verificadas modificacOes significativas decorrentes da dieta. Retidos
os niveis de tratamento, foram constatadas diferencas significativas entre as
linhagens; os WKYs tratados com dietas normo e hipercaldrica revelaram

respostas maiores em comparacdo as obtidas dos SHRs.
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Tabela 16. Medidas descritivas das concentracoes séricas de glicose,
colesterol total e lipoproteinas de alta (HDL) e baixa (LDL)
densidades, triglicérides (TG), proteina total e albumina
segundo linhagem e tratamento

Variaveis Linhagem Grupos
Controle (C) Obeso (OB)
Glicose SHR 98,2 +12,2* 94,6 + 18,8 **
(mg/dL) WKY 143,0 + 14,0 " 122,0 £9,5 "
Colesterol Total SHR 497 +5,0 37,9+7,8%
(mg/dL) WKY 115,0 + 13,5 " 119,2 +22,2 *A
HDL SHR 42,1 £2,8° 31,5+34*
(mg/dL) WKY 90,0 + 7,4 91,0+11,6™
LDL SHR 133+2,0% 8,4+25
(mg/dL) WKY 24,6 +5,0 ™ 22,6 +6,7°
Proteina Total SHR 5,8+0,3* 59+0,3*
(g/dL) WKY 59+04* 5,8+0,3*
Albumina SHR 3,6+03* 3,7+03*
(g/dL) WKY 36+0,1* 3,5+0,1*
TG SHR 347 +4,9% 40,1+ 3,9
(mg/dL) WKY 80,4 +46,9™* 130,6 + 43,5

Valores em média + desvio padrao; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com
dieta normocaldrica; SHR-OB: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta
hipercaldrica; WKY-C: ratos normotensos tratados com dieta normocalérica; WKY-OB:
ratos normotensos tratados com dieta normocaldrica; a, b: versus grupo sob mesmo
tratamento; A, B: versus grupo de mesma linhagem; caracteres distintos revelam diferencas
estatisticamente significantes; ANOVA, complementada com teste de comparagdes multiplas
de Tukey; p<0,05.

No que se refere as varidveis PT e ALB, ndo foram constatadas
diferencas decorrentes do tipo de dieta e da linhagem. Retido a cepa, a DH niao
acarretou alteracoes sobre os indices séricos de TG nos SHRs. Contudo, entre os
WKYs, esse tipo de tratamento promoveu elevagdo das taxas de TG (Tabela 16).

Nas comparagdes entre linhagens, os WKY's revelaram respostas superiores aos

SHRs.



52

3.2.9 — Teste oral de tolerancia a glicose

Na Tabela 17, é apresentado as respostas de tolerancia a glicose,
avaliadas por meio da drea sob a curva glicémica obtida no teste de oral de
tolerancia a glicose. Fixada a cepa, foram constatadas diferencas devido ao tipo
de tratamento; a DH influenciou no perfil de resposta glicémica das duas
linhagens, denotado por dreas significativamente maiores nos grupos OB
comparadas aos dominios obtidos dos grupamentos C. Atentando-se a darea
corrigida sob a curva, observa-se um padrao similar de reposta nas duas estirpes
estudadas.

Retidos os niveis de tratamento, o grupo WKY-OB reportou maior
area de resposta glicémica confrontado ao grupo SHR-OB. Quando considerada
a drea corrigida, ndo se constatou diferenca entre os grupos OB. Entre os grupos

C, ndo se configurou diferenca significativa decorrente da linhagem.

Tabela 17. Area sob a curva glicémica (mg*min/dL), total e corrigida,
segundo linhagem e tratamento

Variaveis Linhagem Grupos
Controle (C) Obeso (OB)
Areatotalsoba  SHR 26298 + 1185 ** 29304 + 1230 *®
curva WKY 27000 + 1710 ** 34248 + 4164
Area corrigida SHR 5730 + 1431 ** 10404 + 1741 *°
sob a curva WKY 4488 + 1268 “* 10296 + 4296 *°

Valores em média + desvio padrao; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com
dieta normocaldrica; SHR-OB: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta
hipercaldérica; WKY-C: ratos normotensos tratados com dieta normocalérica; WKY-OB:
ratos normotensos tratados com dieta normocaldrica; a, b: versus grupo sob mesmo
tratamento; A, B: versus grupo de mesma linhagem; caracteres distintos revelam diferencas
estatisticamente significantes; ANOVA, complementada com teste de comparagdes multiplas
de Tukey; p<0,05.
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3.3 — Perfil Cardiovascular

3.3.1 — Analise hemodinamica: pressao arterial sistolica

Na Tabela 18, sdo mostrados os resultados da pressdo arterial
sistélica (PAS), segundo linhagem, tratamento e momento de avaliacdo. Nos
instantes inicial e final, os SHRs apresentaram niveis pressoricos maiores do que
os WKYs. Em relacdo a evolucao temporal, enquanto os WKY's ndo reportaram
efeitos decorrentes da progressio do periodo experimental, os SHRs
apresentaram PAS final superior a inicial. Em ambas as linhagens, a PAS ndo

foi influenciada pelo tipo de dieta.

Tabela 18. Média e desvio padrao da pressao arterial sistolica (mmHg),
segundo linhagem, tratamento e momento de avaliacao

Grupamento Momentos de avaliacao
Inicial Final
SHR-C 148 + 13%° 193 + 24 8P
SHR-OB 149 + 155 195 + 31 8¢
WKY-C 121 + 142 126 + 13 *A¢
WKY-OB 116 + 16* 129 + 8*A¢

SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta normocaldrica; SHR-OB:
ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta hipercalérica; WKY-C: ratos
normotensos tratados com dieta normocaldrica; WKY-OB: ratos normotensos tratados com
dieta hipercalorica; Inicial: inicio do periodo experimental; Final: término do periodo
experimental; a, b: versus mesma linhagem em momento similar; A, B: versus mesmo
tratamento em momento similar; o, B: versus momento; caracteres distintos revelam
diferengas estatisticamente significantes; ANOVA, modelo de medidas repetidas e teste de
comparacdes multiplas de Tukey; p<0,05.
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3.3.2 — Caracteristicas morfoldgicas do tecido cardiaco

Na Tabela 19, sdo apresentados os resultados referentes a
caracterizacdo morfolégica do tecido cardiaco. Fixado o tratamento, foram
constatadas diferencas significativas entre as duas linhagens, exceto nos valores
absolutos de ventriculo direito (VD) e atrios (A). Os SHRs exibiram peso de
ventriculo esquerdo (VE) superior ao verificado nos grupos dos WKYs, em
valores absolutos e quando normalizados pelo peso corporal final (PCF). Retida
a linhagem, o grupo SHR-OB reportou peso de VE superior ao revelado pelo
grupamento SHR-C. Contudo, quando corrigido pelo PCF, essas diferencas nao
foram mantidas. Na linhagem dos WKYs, o grupo WKY-OB revelou resultados
superiores aos encontrados no grupo WKY-C, ndo s6 em relacdo ao VE, como
também no peso absoluto do VD e dos A. No entanto, como na cepa dos SHRs,
quando essas varidveis sao relacionadas com o PCF, as respostas sdo similares
entre os grupos C e OB. Em relacdo as caracteristicas histoldgicas, os animais
hipertensos reportaram maior area seccional transversa do cardiomidcito do que
os WKYs, nos dois niveis de tratamento. Contudo, fixada a linhagem, a
obesidade ndo promoveu alteracdes morfométricas significativas nas duas cepas

estudadas (Figura 2).
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Tabela 19. Média e desvio padrao das caracteristicas morfolégicas gerais
do tecido cardiaco, segundo linhagem e tratamento

Variaveis Linhagem Grupos
Controle (C) Obeso (OB)
. aA aA
Atrios () SHR 0,09 + 0,01 0,10 0,02
WKY 0,09 £0,01 * 0,11 +£0,01 *®
bA bA
A/PCF (mg/g) SHR 0,23 +0,04 0,24 + 0,06
WKY 0,18 £0,02 * 0,19 £0,01*
VD (g) SHR 0,22 +0,05* 0,21 £0,02*
WKY 0,20 £ 0,03 * 0,24 0,03 8
bA bA
VD/PCF (mg/g) SHR 0,60 +0,15 0,52 0,05
WKY 0,41 +0,03* 0,39 + 0,02 *
VE (g) SHR 0,94 £0,10** 1,06 0,05 *°
WKY 0,76 £ 0,08 ** 0,91 +£0,07 *®
bA bA
VE/PCF (mg/g) SHR 2,54 0,37 2,56 +0,15
WKY 1,56 = 0,09 * 1,48 + 0,05 *
bA bA
AST (um) SHR 272+ 6 280 + 7
WKY 193 £9 % 194 +£9 3

SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta normocaldrica; SHR-OB:
ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta hipercalérica; WKY-C: ratos
normotensos tratados com dieta normocaldrica; WKY-OB: ratos normotensos tratados com
dieta hipercaldrica; A: peso dos étrios; A/PCF: razdo entre peso dos étrios e o peso corporal;
VD: ventriculo direito; VD/PCF: razao entre peso do ventriculo direito e o peso corporal;
VE: ventriculo esquerdo; VE/PCF: razao entre peso do ventriculo esquerdo e o peso
corporal; AST: drea seccional transversa do cardiomidcito; A, B: versus grupo de mesma
linhagem; a, b: versus grupo sob mesmo tratamento; caracteres distintos revelam diferencas
estatisticamente significantes; ANOVA, complementada com teste de comparagdes multiplas

de Tukey; p<0,05.

Na Figura 2, sdo mostradas as ilustracdes representativas de cortes

histolégicos teciduais da parede do ventriculo esquerdo, caracterizando a area

seccional transversa dos cardiomidcitos, segundo linhagem e tratamento.
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Figura 2. Seccdes transversas da camada subendocardica da parede ventricular esquerda de
ratos; 1: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta normocaldrica; 2:
ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta hipercaldrica; 3: ratos
normotensos tratados com dieta normocaldrica; 4: ratos normotensos tratados com
dieta hipercaldrica; coloracdo por Hematoxilina-eosina; M: midcitos cardiacos;
V: Nicleo citoplasmdtico; seta: matriz intersticial miocardica; Hematoxilina-
eosina (HE) 40 X.
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Na Tabela 20, sao mostrados os resultados do conteudo relativo de
agua dos tecidos. Nos SHRs, ndo se constataram diferencgas entre os grupos C e
OB em todas as variaveis estudadas. Considerando os WKYs, somente na
andlise hepatica foram encontradas alteracdes significativas determinadas pela
dieta. Na comparacio entre as linhagens, o grupo SHR-C revelou quantidades
superiores de d4gua no VD e no pulmio do que no grupo WKY-C. Entre os
grupamentos OB, constatou-se que os niveis de umidade do pulmao e do figado

eram estatisticamente maiores nos SHRs em relagao aos WKYs.

Tabela 20. Média e desvio padrao do conteido relativo de agua do tecido
cardiaco, segundo linhagem e tratamento

Segmento Linhagem Grupos
Controle (C) Obeso (OB)

Atrios SHR 76,78 £2,29 ** 76,05 + 1,66 **
WKY 74,61 £3,13** 75,77 £ 1,55 *
Ventriculo Direito  SHR 75,14 £ 0,86 ** 74,91 £ 0,63 **
WKY 74,28 +0,67 A 75,06 + 0,52 **
Ventriculo SHR 74,76 £ 1,21 A 75,08 +1,18 A
Esquerdo WKY 74,16 + 0,96 74,86 + 1,40
Pulmio SHR 79,53 + 1,03 ** 79,01 +0,90 **
WKY 76,50 + 1,33 ** 75,72 2,61 **
Figado SHR 68,25 + 0,68 ** 68,24 + 0,74 **
WKY 67,90 + 1,00 ** 65,36 +1,33

SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta normocaldrica; SHR-OB:
ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta hipercalérica; WKY-C: ratos
normotensos tratados com dieta normocaldrica; WKY-OB: ratos normotensos tratados com
dieta hipercaldrica; A, B: versus grupo de mesma linhagem; a, b: versus grupo sob mesmo
tratamento; caracteres distintos revelam diferencas estatisticamente significantes; ANOVA,
complementada com teste de comparagdes multiplas de Tukey; p<0,05.
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3.3.3 — Analise da fracao intersticial de colageno

Nas Figuras 3 e 4, sdao mostrados os valores e ilustracoes
representativas referentes ao contetido de coldgeno intersticial miocdrdico dos
quatro grupos. Na Figura 3, constata-se que a dieta hipercalérica promoveu
ampliacdo da fracdo intersticial de coldgeno nas duas linhagens, quando
comparadas aos grupos controle. Os SHRs apresentaram maior quantidade
relativa de coldgeno do que os WKYSs, nas duas comparacoes executadas: SHR-

C x WKY-C e SHR-OB x WKY-OB.
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Figura 3. Medidas relativas da fracdo de coldgeno intersticial, segundo linhagem e
tratamento; SHR-C: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta
normocaldrica; SHR-OB: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta
hipercalérica; WKY-C: ratos normotensos tratados com dieta normocaldrica;
WKY-OB: ratos normotensos tratados com dieta hipercalérica; a, b: versus grupo
sob mesmo tratamento; A, B: versus grupo de mesma linhagem; ANOVA,
complementada com teste de comparagdes multiplas de Tukey; p<0,05.
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Figura 4. Seccdes transversas da camada subendocardica da parede ventricular esquerda de
ratos; 1: ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta normocaldrica; 2:
ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta hipercaldrica; 3: ratos
normotensos tratados com dieta normocaldrica; 4: ratos normotensos tratados com
dieta hipercaldrica; *: midcitos cardiacos; V¥ : coldgeno intersticial; Picro-sirius-
red (PSR) 40 X.
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3.3.4 — Composicao miocardica das cadeias pesadas de miosina

O padrao de separacao eletroforética entre as isoformas o-MHC e -
MHC ¢ apresentado na Figura 5. A partir da quantificacdo densitométrica das
bandas obtidas, procedeu-se o estudo da relagdo entre as isoformas de MHC. Os
resultados estdo expostos na forma de razdo entre B- e a-MHC. Constatou-se
uma interac¢ao entre os dois fatores de estudo: linhagem e tratamento. Enquanto
que a obesidade ndo promoveu alteracdes significativas nos SHRs, nos WKYs, o
grupo OB reportou maiores valores da razdo -/a-MHC do que o grupamento C.
Fixado o tratamento, apesar de ndo se verificar diferencas significativas entre os
grupos controles, entre os grupos OB constatou-se maior razao B-/ a-MHC nos

WKYs em relacdo aos SHRs.
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Figura 5. Razdo entre as isoformas cardiacas - e a- das cadeias pesadas de miosina (MHC)

do ventriculo esquerdo. Condig¢des de eletroforese: gel de poliacrilamida duodecil
sulfato de sédio a 8 %; 70 V, 20° C, 30-36 horas. As bandas foram coradas com
coomassie brilliant blue e quantificadas por densitometria. Os resultados foram
analisados em duplicata, em concentragdes amostrais de 8 e 10 pug de proteina. A
razdo foi obtida da relacdo entre as médias de B- e a- MHC de cada grupo; SHR-C:
ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta normocalérica; SHR-OB:
ratos espontaneamente hipertensos tratados com dieta hipercaldrica; WKY-C:
ratos normotensos tratados com dieta normocaldrica; WKY-OB: ratos
normotensos tratados com dieta hipercaldrica; a, b: versus grupo sob mesmo
tratamento; A, B: versus grupo de mesma linhagem; caracteres distintos revelam
diferencas estatisticamente significantes; ANOVA, complementada com teste de
comparacdes multiplas de Tukey; p<0,05.
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4. DISCUSSAO
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4. DISCUSSAO

Dietas hipercaldricas t€ém sido comumente utilizadas em ensaios
experimentais de obesidade, objetivando mimetizar efeitos organicos associados
a adiposidade humana (DU TOIT, NABBEN, LOCHNER, 2005; BOUSTANY
et al., 2005; CARROLL, ZENEBE, STRANGE, 2006; OKERE et al., 2006). A
etiologia da obesidade, sobretudo em seres humanos, decorre da interacdo
complexa entre indmeros fatores, como género, idade, sedentarismo, atributos
genéticos, psicologicos e caracteristicas socio-culturais (WEST & YORK, 1998;
TOU & WADE, 2002). O aumento da epidemia de obesidade humana €
decorrente de modificacdes do estilo de vida, sobretudo em relacdo aos hébitos
nutricionais, com elevacao do consumo de dietas ricas em gordura aliada ao
sedentarismo (SCHRAUWEN & WESTERTERP, 2000). A promocdo de
obesidade em roedores a partir de dietas hiperlipidicas almeja reproduzir o
comportamento nutricional humano (WEST et al.,, 1992; JANG et al., 2003;
DINIZ et al., 2007).

Neste trabalho, a inducdo de obesidade foi realizada por meio de
cinco dietas hipercaldricas, hiperlipidicas e heterogéneas quanto a
palatabilidade. A dieta normocaldrica portava entre 3,15 e 3,3 Kcal/g, enquanto
que o tratamento hipercaldrico exibia teor energético de aproximadamente 4,5
Kcal/g, ou seja, 35% a mais de calorias, a custa de alta concentracdo de gorduras
(Tabela 6). A duracdo da experimentacdo se estendeu por 20 semanas, o que
caracteriza um periodo moderado de tempo; quatro a oito semanas configuram
periodos curtos e acima de 32 semanas, intervalos longos (WILSON et al.,
2007).

Os lipideos constituem os macronutrientes de maior densidade
energética, com aproximadamente 9 Kcal/g, enquanto que os carboidratos e as
proteinas apresentam 4 Kcal/g (SCHRAUWEN & WESTERTERP, 2000). Além

do alto teor energético, as dietas hiperlipidicas sdo caracterizadas por suas
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propriedades organolépticas que propiciam maior palatabilidade e conseqiiente
aumento da ingestdo alimentar (MILLER et al., 1990; PREWITT et al., 1991;
KLESGES, ISBELL, KLESGES, 1992; VERBOEKER-VAN DE VENNE et al.,
1996; BLUNDELL et al., 1993; WESTERTERP et al., 1996). Lissner &
Heitmann (1995), por meio de dados epidemioldgicos, reportaram correlacdo
positiva entre ingestdo de altos niveis lipidicos e incidéncia de obesidade
humana. O metabolismo lipidico é menos dispendioso energeticamente para o
organismo do que o processamento de outros macronutrientes da dieta
(BLAACK et al., 1994 apud SCHRAUWEN & WESTERTERP, 2000). Neste
sentido, o consumo de altas taxas de gordura ndo é compensado por aumento
proporcional da oxidagdo; os lipideos sdo entdo, majoritariamente, convertidos
em reservas adiposas, repercutindo no aumento do peso corporal
(SCHRAUWEN & WESTERTERP, 2000).

Como referido anteriormente, a obesidade é uma enfermidade de
causas multifatoriais, ndo sendo unicamente determinada pela composi¢do da
dieta. Sob estas consideragdes, um resultado importante deste experimento se
refere a proporcao de animais que desenvolveram obesidade, conforme a estirpe
e a dieta ministrada. Constatou-se que a obesidade foi um fendmeno diferente
nas duas cepas estudadas, configurando uma interacdo entre linhagem e
tratamento (Tabela 7). Nos SHRs, a resposta a dieta foi semelhante nos dois
niveis de tratamento. Enquanto que 100% dos animais submetidos a dieta
normocaldrica manifestaram menor adiposidade, 88,9% dos ratos com dieta
hipercalérica se tornaram obesos. Este achado evidencia uma associagdo
positiva entre o tipo de tratamento e inducdo de obesidade na linhagem dos
SHRs. Os SHRs configuram um modelo experimental amplamente utilizado
para o estudo da sindrome metabdlica humana, pois a hipertensdo arterial esta
associada a incidéncia de dislipidemia, adiposidade abdominal e resisténcia a
insulina (AITMAN et al., 1997). Esta estirpe de ratos reporta expressdo protéica

deficiente do receptor de membrana CD36, uma organela envolvida no
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metabolismo celular de acidos graxos, que € designada por mutagdes em sitios
dos cromossomos 4 ¢ 12 (ABUMRAD, HARMON, IBRAHIMI, 1998, HAJRI
et al., 2001). O perfil de resposta foi diferente do reportado pelos WKYs. Dos
animais que receberam aporte normo e hipercaldrico, somente 50% revelaram-se
ndo-obesos e obesos, respectivamente. Estudos experimentais mostraram
relevante variabilidade na incidéncia da obesidade entre ratos de mesma espécie
e sob tratamento semelhante (COMMERFORD et al., 2000; JANG et al., 2003;
BOUSTANY et al., 2005). O comportamento distinto entre as cepas de WKYs e
SHRs sugere que caracteristicas genéticas ligadas ao fator linhagem
constituiram o principal determinante da evolucdo do peso corporal frente a
dieta (TOU & WADE, 2002). Na interacdo genética-ambiental, atributos
genotipicos sdo sensibilizados quando deparados com um fator ambiental
particular, como a dieta, ocasionando a manifestacdo de um fendtipo especifico
que, neste caso, seria a aquisicdo de adiposidade e conseqiiente evolucado
ponderal (SCHORK, 1997). Em sua origem, as linhagens de SHR e WKY foram
obtidas a partir de meticuloso cruzamento isogé€nico, que resultou em progénies
geneticamente homogéneas (OKAMOTO & AOKI, 1963; OKAMOTO, 1966).
Apesar do cuidadoso processo de desenvolvimento destas estirpes, € possivel
que circunstancias peculiares a cada ninhada possam ter sido alteradas com a
sucessdo de geracoes ou ainda variar entre coldnias coexistentes (MULLINS &
BANKS, 1976; SINAIKO & MIRKIN, 1978; FURUKAWA et al., 1998).
Pausova et al. (2003), investigando duas cepas de SHRs, SHR e SHR.IN,
tratadas com dieta hiperlipidica durante 12 semanas, constataram ocorréncia de
interacdo genética-ambiente. A linhagem SHR.IN reportou maior aumento de
peso corporal, adiposidade, intolerdncia glicEémica e dos niveis pressoricos em
resposta ao tratamento, comparada a outra cepa. Investigacdes adicionais sdao
necessarias para esclarecer quais mecanismos regem a ocorréncia do fato

observado.
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Nas duas linhagens estudadas nesta investigacdo, WKY e SHR, o
tratamento com dieta hipercalérica promoveu aumento do peso corporal e
evolucdo ponderal significativa a partir da 2° semana de experimentacdo, em
relacdo a dieta normocaldrica (Tabela 13 e Figura 1). Esta diferenca de peso
designada pelo tratamento mantém paralelo com outras investigacdes em ratos
normotensos, que também mostraram diferencas ponderais significativas a partir
da 2* semana (DOURMASHKIN et al., 2005; LEOPOLDO, 2007). Indimeras
evidéncias remetem a associacao entre dietas hiperlipidicas e o aumento de peso
corporal em roedores (SCLAFANI, 1991; SCLAFANI, 1993; WEST & YORK,
1998). Contudo, outros trabalhos que abordaram a inducdo da obesidade em
ratos normotensos a partir de dietas ricas em gordura apresentam resultados
ponderais divergentes dos dados obtidos nesta pesquisa. Relling et al. (2006)
observaram diferencas somente a partir da 7* semana; Hill, Melanson, Wyatt
(2000) e Duarte et al. (2006) ndao detectaram alteracoes de peso corporal
absoluto ap6s 15 semanas de experimentacdo. Jang et al. (2003) registraram
aumento significativo de peso a partir da 3" semana. Em relagdo aos SHRs,
alguns pesquisadores relataram que esses animais reportam resisténcia a
aquisi¢cdo de peso corporal, em resposta ao tratamento com dietas hipercaldricas.
Zhang et al. (1994) nao verificaram elevacao do peso dos SHRs, apoOs tratamento
com dieta hiperlipidica palatdvel. Rattigan, Howe, Clark (1986) e Contreras &
Willians (1989), empregando dietas hiperlipidicas, constataram alteragdo de
peso, porém, em menor escala do que os ratos normotensos. Entretanto,
Pausova et al. (2003) obteve diferencas ponderais significativas decorrentes de
dieta rica em gordura ofertada a SHRs com 60 dias de idade, a partir da quarta
semana de experimentagao.

A elevagdo ponderal acompanhada de maior taxa de gordura € o
parametro mais caracteristico da condicdo de obesidade (CARROLL, ZENEBE,
STRANGE, 2006; DOURMASHKIN et al., 2005). Entretanto, o peso corporal

pode nao ser o melhor indicativo do aumento de adiposidade, que é mensurada a
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partir de andlise direta da taxa de gordura corporal (WOODS et al., 2003).
Alguns autores relataram que o tratamento com dietas hiperlipidicas e
hipercaloricas promoveu acréscimo de adiposidade em ratos normotensos
Sprague Dawley, mesmo sem alteracoes ponderais significativas apds o
desenvolvimento de protocolos de seis, oito e 12 semanas de intervencao
dietética (BOOZER, SCHOENBACH, ATKINSON, 1995; SMITH et al., 1998;
DIMITRIOU, RICE, CORWIN, 2000). Neste trabalho, os animais tratados com
dieta hipercaldrica apresentaram indices de adiposidade superiores em relacdo as
contrapartes controle, constatados a partir do acimulo de reservas adiposas dos
compartimentos visceral, retroperitoneal, epididimal e da carcaga (Tabela 15).
Em razao destes achados, pode se inferir que a diferenca de peso corporeo entre
os grupos C e OB, constatado desde a 2° semana de experimentagio (Figuras 1 e
2), foi devida, predominantemente, ao aumento de adiposidade nas duas estirpes
(Tabelas 14 e 15).

Os resultados deste trabalho mostraram que o peso corporal e a taxa
de gordura foram maiores nos WKYs em relagdo aos SHRs, nos dois niveis de
tratamento (Tabela 14). Em geral, o SHR possui menor peso corporal do que o
WKY (OKAMOTO, 1969). O controle de peso corporal é dependente do
balango energético, determinado pela relacdo entre teor de calorias ingeridas e
demanda metabdlica (TOU & WADE, 2002). Quando essas grandezas sao
similares, o peso mantém-se constante. Contudo, quando a ingestdo supera as
necessidades organicas, o balanco se torna positivo, com aquisicao significativa
de peso (SCHRAUWEN & WESTERTERP, 2000). Os SHRs apresentam
elevada atividade do sistema nervoso simpatico e alto rendimento metabdlico
basal, o que acarreta um aumento do gasto energético nas condi¢des de repouso,
com conseqiiente menor acimulo de reservas de gordura (ADAMS, BOBIK,
KORNER, 1989; BEN BACHIR-LAMRINI et al.,, 1990; SEXTON,
KORTHUIS, LAUGHLIN, 1990; KLOTING et al, 1997, YE &
COLQUHOUN, 1998). Este fato, associado ao comportamento nutricional
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distinto observado entre as linhagens deste trabalho, contribui para o maior
acumulo de tecido adiposo no grupo WKY-OB do que o SHR-OB. O grupo
WKY-OB reportou maior ingestdo alimentar, consumo energético e efici€éncia
alimentar do que o SHR-OB. Da mesma forma, essas disparidades de perfil
nutricional podem ter contribuido para as diferengcas no comportamento
ponderal e na adiposidade entre os grupos controles e obesos (Tabelas 8-10).

Em relacdo aos achados de natureza bioquimica, o grupo WKY-C
revelou niveis séricos de glicose, colesterol total, lipoproteinas de baixa (LDL) e
alta densidade (HDL) e triacilglicerdis (TG) superiores aos indices obtidos do
SHR-C. Perfil similar de resposta foi constatado entre os grupos obesos, SHR-
OB e WKY-OB (Tabela 16). Enquanto os resultados referentes a dosagem de
CT, HDL e LDL sao concordantes com outros autores (YUAN, KITTS,
GODIN, 1996; YUAN, KITTS, GODIN, 1998; KITTS, YUAN, GODIN, 1998;
NAITO et al., 2000; YUAN & KITTS, 2003; HAJRI et al., 2001), os achados
relativos a glicose e ao TG divergem, parcialmente, de fontes da literatura. Hajri
et al. (2001) relataram respostas semelhantes as observadas neste experimento
em relacdo aos indices de glicose, embora tenham constatado niveis similares de
TG entre SHRs e WKYs sob dieta normocaldrica. Fukuda, Tsuchikura, Iida
(2004) ndo constataram diferengas nos niveis basais de glicose entre WKYs e
SHRs tratados com dieta normocaldrica. Yuan & Kitts (2002) verificaram
indices similares de TG entre as duas linhagens, sob dietas hiperlipidicas
provindas de diferentes fontes de gorduras. Nao temos explicagdo para as
divergéncias entre os resultados deste trabalho frente as referéncias consultadas
em relacao a dosagem de glicose e TG.

A obesidade, na linhagem dos WKYs, promoveu diminuicdo dos
niveis séricos de glicose em relacdo as contrapartes controles. O grupo OB
mostrou menor nivel basal de glicose e maior drea de resposta ao teste de
tolerancia glicémica do que o grupo C (Tabelas 16 e 17); este tltimo resultado

sugere o desenvolvimento de resisténcia a insulina nos animais obesos. Um
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estdgio intermedidrio entre o metabolismo normal e o diabetes mellitus
caracteriza-se pela diminui¢do da tolerancia a glicose (ADA, 1997 apud JANUS
et al., 2000), similar a obtida no grupo WKY-OB. Na condi¢ao de jejum, a
possivel hiperinsulinemia neste grupo poderia acarretar reducdo dos indices
séricos basais de glicose (PAUSOVA, 2006). A resisténcia a insulina é o
principal indicativo de diabetes mellitus tipo II, e consiste num evento anterior a
hiperglicemia (LEVINE & LEVINE, 2006). Os achados de glicemia do WKY-
OB conferem parcialmente com evidéncias da literatura que constataram em
ratos normotensos que dietas hiperlipidicas promoveram resisténcia a insulina e
alteracoes da tolerancia a glicose, acompanhadas de aumento (OUWENS et al.,
2005) ou auséncia de modificacdes dos niveis glicémicos basais (SEGUES et
al., 1994; PAGLIASSOTI et al., 1997; HAN et al., 1997, STRACZKOWSKI et
al., 2001; CHALKLEY et al., 2002; SHANG et al., 2002).

Na estirpe dos SHRs, a obesidade nao acarretou diferencas em
relacdo a taxa basal de glicose, embora o grupo SHR-OB tenha reportado maior
area sob a curva de glicemia, como visto nos WKYs. Na obesidade, ha um
aumento na oxida¢do de 4cidos graxos em detrimento do processamento de
glicose como fonte energética e concomitante resisténcia a insulina
(LOPASCHUK, FOLMES, STANLEY, 2007). A maior captacdo de acidos
graxos, associada com altos niveis séricos de triacilglicerol, favoreceria um
aumento relativo da taxa basal de glicose (ATKINSON, FISCHER,
LOPASCHUK, 2002). Na condi¢do de jejum, de acordo com Pausova (2006), o
excesso de insulina poderia promover reducdo relativa dos indices séricos de
glicose, como ocorrido nos WKYs. A hipertensao arterial vigente nos SHRs €
provocada pela elevacdo da resisténcia vascular periférica, mediada por
estimulacdo nervosa simpatica, norepinefrina, e sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) (KLOTING et al., 1997; YE & COLQUHOUN, 1998).
Tem sido demonstrado que a vasoconstricdo, tipica dos SHRs, reduz a captagdo

de glicose em adipdcitos € na musculatura esquelética (FRIEDMAN et al.,
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1997; YE & COLQUHOUN, 1998; JAMES et al., 2001). Esta deficiéncia na
captacdo glicémica poderia aumentar os niveis basais relativos de glicose,
resultando em respostas similares entre os SHR-C e SHR-OB, diferentemente do
que se constatou entre os grupos WKY-C e WKY-OB.

Embora o grupo WKY-OB apresentasse diminui¢do dos niveis basais
de glicose, ndo se constatou modificagdes significativas do perfil lipidico de CT,
HDL e LDL em relacdo ao WKY-C (Tabela 16). Estes achados ndo mantém
correspondéncia com investigagdes que reportaram excesso de CT e LDL
(KAMGANG et al., 2005; NASCIMENTO, 2006; NOVELLI et al., 2006) ou
queda dos indices séricos de CT e HDL em ratos normotensos obesos (DU
TOIT, NABBEN, LOCHNER, 2005). A composicdao lipidica das dietas
utilizadas neste estudo €, majoritariamente, composta de &cidos graxos
insaturados, advindos de fontes vegetais como 6leo de milho e amendoim,
ingredientes empregados na preparacio das dietas (Tabelas 1, 2, 4 e 5). Acidos
graxos insaturados sdo potenciais redutores do teor de colesterol sérico, por
exacerbar a captacdo hepatica de colesterol (DIETSCHY, 1998), enquanto que
lipideos saturados estdo associados com altos indices séricos de colesterol,
sobretudo CT e LDL (DINIZ et al, 2004). Contudo, segundo alguns estudos,
essas propriedades sao manifestadas apenas quando a composicao dietética de
acidos graxos € acrescida de colesterol (SPADY & DIETSCHY, 1988;
FIELDING et al., 1995). De acordo com estes autores, dietas compostas
somente de 4cidos graxos, sejam saturados ou insaturados, ndo desencadeiam
alteracdes nos niveis séricos de colesterol, em relacdo a nutricdo balanceada.
Além disso, o 6leo de milho, presente nas dietas utilizadas neste trabalho € rico
em fitoesterdis, como B-sitosterol e campesterol (RATNAYAKE et al., 2000).
Esses compostos competem com o colesterol na captacdo entérica e inclusive
nas propriedades estruturais, como composicio de membranas celulares

(HAMANO et al., 1995). Assim, uma possivel explicacdo para os achados
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semelhantes entre os grupos WKY-C e WKY-OB poderia ser atribuida ao
aumento do metabolismo hepético e reducao da absor¢do entérica de colesterol.

Entretanto, os WKY's obesos apresentaram aumento dos niveis de
TG. O tecido adiposo possui propriedades endocrinoldgicas e secreta inimeras
citocinas com acdo autdcrina e pardcrina, dentre as quais o fator de necrose
tumoral (TNF)-a (SETHI & HOTAMISLIGIL, 1999; KERSHAW & FLIER,
2004). Nos adipocitos, o TNF-o tem influéncia lipolitica, bloqueando a
deposi¢ao adicional de gordura por meio da diminuicdo da atividade da
lipoproteina lipase, encarregada de incorporar moléculas lipidicas (LEVINE &
LEVINE, 2006). Este aumento do TNF-a poderia acarretar elevacao de acidos
graxos livres ndo esterificados e triglicérides livres (HOTAMISLIGIL et al.,
1995). Intimeros autores constataram resultados similares aos obtidos neste
trabalho, envolvendo ratos normotensos (ESTADELLA et al., 2004; DU TOIT,
NABBEN, LOCHNER, 2005; OUWENS et al., 2005; DOURMASHKIN et al.,
2006; WILSON et al., 2007).

Nos SHRs, diferentemente dos WKYs, os valores de CT, HDL e
LDL reduziram-se com a obesidade (Tabela 16), evidenciando novamente a
interacao entre linhagem e tratamento. Bottger et al. (1998) encontraram indices
menores de colesterol hepdtico e sérico em SHRs em relagdo a linhagem
isogénica Brown Norway, submetidos a uma dieta hiperlipidica e
hipercolesterolémica. Os autores afirmaram que os SHRs excretavam maior
quantidade de colesterol do que os controles, em razdo de defici€éncias na
captacdo entérica e transporte molecular de colesterol da dieta. Ratnayake et al.
(2000) também constataram que os SHRs sujeitos a acidente vascular (SHRSP)
apresentavam baixos indices plasmdticos de colesterol apés imposicao de dieta
rica em gordura insaturada, sob suplementacdo normal de colesterol. Yuan,
Kitts, Godin (1998) e Yuan & Kitts (2002) relataram que SHRs tratados com
dietas ricas em acidos graxos insaturados e alto teor de colesterol exibiam baixos

indices de CT. A maior excrecdo de colesterol (BOTTGER et al., 1998), aliada a
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acdo dos fitoesterdis que inibem a absorcao intestinal de colesterol (LING &
JONES, 1995; RATNAYAKE et al., 2000), podem promover reducao dos niveis
séricos de colesterol e explicar os achados obtidos no grupo SHR-OB em
relacdo ao CT, HDL e LDL.

Nos SHRs, os niveis de TG nao se mostraram diferentes entre os
grupos SHR-C e SHR-OB, diferente do que se observou entre os WKYs,
reiterando a interacdo vigente entre linhagem e tratamento. Como referido
anteriormente, os SHRs reportam expressdo protéica deficiente do receptor de
membrana CD36, uma organela envolvida no metabolismo celular de &acidos
graxos (ABUMRAD, HARMON, IBRAHIMI, 1998, HAJRI et al., 2001). Este
atributo genético desencadeia resisténcia a insulina e redu¢do da agao lipolitica
das catecolaminas em SHRs (AITMAN et al., 1999). A insulina é um regulador
anabdlico do metabolismo de gorduras, com acao lipogénica a partir do estimulo
sobre a lipoproteina lipase, enquanto que as catecolaminas t€ém propriedades
opostas, isto €, sdo lipoliticas, inibindo esta enzima (LEVINE & LEVINE,
2006). Uma possivel decorréncia do atributo génico dos SHRs seria a menor
acdo lipolitica das catecolaminas, acarretando maior acimulo de TG e
intermedidrios do metabolismo de gorduras, como relatado por Aitman et al.
(1997) e Hajri et al. (2001). Sob estas consideracdes, os indices similares de TG
entre os grupos SHR-C e SHR-OB poderiam ser justificados pela lipogénese
aumentada em relacdo a lipdlise, o que se associa com acumulo de reservas
adiposas (ESTADELLA et al.,, 2004). Enquanto nos WKYs, a maior
adiposidade, via TNF-a e resisténcia insulinica, acarretaria aumento da lipolise e
dos TG séricos, nos SHRs, devido a menor adiposidade, haveria um equilibrio
entre a lipogénese e lipdlise, com manuten¢cdo dos niveis séricos basais de TG.
Sedova et al. (2004) também ndo constataram diferengas significantes nas
concentracdes séricas de TG de SHRs tratados com dieta hiperlipidica em

relacdo as contrapartes controles.
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Nas analises de caracteristicas cardiovasculares, fixado o tratamento,
os SHRs reportaram niveis pressoricos maiores do que os WKY's no inicio e no
final do periodo experimental. Estes dados estdo de acordo com os achados de
inimeros autores (BING et al., 2002; CICOGNA et al., 2002; KACIMI &
GERDES, 2003; SLAMA et al., 2004). Como discorrido anteriormente, a
hipertensdo arterial vigente nos SHRs é desencadeada pela elevacdo da
resisténcia vascular periférica, mediada por estimulacdo nervosa simpdtica e/ou
sinalizacdo molecular provinda da acdo de varios mediadores quimicos
sisttmicos, como membros do SRAA (BOLUYT & BING, 2000) e
catecolaminas (SWYNGHEDAUW, 1999). Nao foram detectadas diferencas
significativas alusivas a obesidade, em relacdo aos niveis pressoricos, nas duas
cepas (Tabela 18). Na obesidade, os principais mecanismos responsaveis pelo
possivel aumento da pressdo arterial consistem no SRAA, estresse oxidativo
(PAUSOVA, 2006), hiperinsulinemia (EMDIN et al., 2001; BARNES et al.,
2003) e hiperleptinemia (AGATA et al., 1997; BARNES et al., 2003). A
hipertensdo decorrente da obesidade € atribuida principalmente a leptina
(HAYNES et al., 1998; HALL, BRANDS, HENEGAR, 1999; SCHULZE &
KRATZSCH, 2005). Embora este peptideo ndo apresente influéncia aguda
importante, aumentos na taxa de leptina promovem, em longo prazo, elevagoes
pressoricas em roedores, ativando sistema nervoso simpatico (SHEK, BRANDS,
HALL, 1998). Neste sentido, € possivel que a maior adiposidade dos grupos
obesos do presente estudo ainda ndo tenha acarretado elevacoes suficientes de
leptina para promover ativacdo simpdtica, afetando as caracteristicas
hemodinamicas. Carrol, Zenebe, Strange (2006) e Okere et al. (2006) relataram
aumento dos indices plasmaticos de leptina em ratos obesos, porém nao
constataram alteracdes dos niveis pressoricos em relacdo as contrapartes
controles. Relling et al. (2006) também reportaram auséncia de alterag¢des
pressoricas em ratos normotensos Sprague Dawley obesos, decorrido o periodo

experimental. Entretanto, esse comportamento hemodinidmico defronta-se com
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os achados obtidos por outros investigadores, que constataram aumento da
pressdo arterial em coelhos (CARROL et al., 1999), ratos normotensos Wistar
(DU TOIT, NABBEN, LOCHNER, 2005; LEOPOLDO, 2007) e Sprague
Dawley obesos (BOUSTANY et al., 2004; BOUSTANY et al., 2005). Em
relacdo aos SHRs, alguns autores (ZHANG et al., 1994; PAUSOVA et al., 2003)
notificaram aumento da pressao arterial apos nutricdo com dietas hiperlipidicas.
Contreras & Williams (1989), Knight et al. (2008) e Kim et al. (2008) nao
revelaram diferencas significativas em SHRs impostos a dietas hipercaldricas e
hiperlipidicas. Sedova et al. (2004) avaliaram a pressdao arterial de SHRs
tratados com dieta hipercaldrica, pelo método de radiotelemetria. Os autores
constataram que os indices pressoricos mostravam-se elevados somente durante
o periodo noturno, quando os animais estavam mais agitados, ainda que os
niveis hemodindmicos médios ndo fossem diferentes.

Em relacio a influéncia da obesidade sobre os pardmetros
morfolégicos cardiacos, podem ser constatadas diferencas decorrentes da
linhagem e da obesidade (Tabela 19). Retido o tratamento, enquanto os valores
absolutos do peso do VD e atrios mostraram-se semelhantes, o VE reportou-se
superior nos SHRs comparado aos WKY's. Quando os pesos do VD e dos atrios
foram normalizados pelo peso corporal, surgiram diferengas significativas entre
as duas cepas, sendo maiores nos SHRs do que nos WKYs. Entre os sinais
anatomo-patoldgicos utilizados para caracterizar a faléncia miocardica, situa-se
o remodelamento hipertréfico do VD e do étrio esquerdo (BING et al., 1995).
Neste sentido, os achados dos étrios e do VD, normalizados pelo peso corporal,
poderiam sugerir presenca de insufici€éncia cardiaca. Entretanto, em SHRs,
somente a hipertrofia do VD superior a 0,8 mg/g configura indicio importante
para o diagnostico da faléncia do coracdo (BING et al., 1991; CONRAD et al.,
1991; BING et al., 1995). Além disso, o estabelecimento do diagndstico envolve
também outros sinais clinicos como derrame pleuropericardico, ascite e

congestao hepatica (BING et al., 1995), ndo observados nos animais deste
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estudo. De acordo com a literatura, na faixa etaria estudada, entre sete e oito
meses de idade, estes animais ndo apresentam sinais de disfuncdo e/ou faléncia
cardiaca (BING et al.,, 2002; EMTER et al.,, 2005). Este fato se opde a
possibilidade aventada de que o aumento das relagdes A/peso corporal e
VD/peso corporal sejam indicios de insuficiéncia cardiaca. O aumento de VE,
também evidente na relacdo VE/peso corporal, revela que os SHRs
desenvolveram hipertrofia ventricular esquerda em resposta a sobrecarga
mecanica cardiaca proveniente da hipertensao, tipica desse modelo experimental
(SLAMA et al., 2004). O corag¢ao modifica sua forma e seu volume em resposta
a uma demanda funcional exacerbada, visando equalizar o estresse tensional
imposto a parede ventricular (RUSSEL, MOTLAGH, ASHLEY, 2000).

Fixado a linhagem, na presente investigacdo, a obesidade promoveu
ampliacdo do peso absoluto do VE nas duas linhagens e realcou o peso absoluto
do VD e dos éatrios somente na cepa dos WKYs. O estudo das dimensodes
cardiacas em condi¢des que envolvem variabilidade ponderal demanda a
adequacdo das mensuracdes cardiacas ao peso corporal, na busca de se
estabelecer comparagdes entre as respostas obtidas (OKOSHI, 2000). Em grande
parte das investigacbes com ratos, o tamanho cardiaco ¢ matematicamente
relacionado aos valores ponderais dos animais avaliados (FORMAN et al., 1997;
DOUGLAS et al., 1998 apud OKOSHI, 2000; CICOGNA et al., 2002;
ZORNOFF et al., 2006). Sob estas consideracdes, conclui-se que a obesidade
ndo promoveu alteragdes estruturais cardiacas nas duas linhagens (Tabela 19).
Este resultado diverge de achados de outros autores. Em ratos normotensos
Wistar, a relac@o peso ventricular/ peso corporal mostrou-se aumentada apds 16
semanas de dieta hipercaldrica (DU TOIT, NABBEN, LOCHNER, 2005). Em
SHRs, Sedova et al. (2004), constatou aumento do peso do ventriculo esquerdo
com dieta hiperlipidica. No entanto, Carrol, Zenebe, Strange (2006), em ratos
normotensos Sprague Dawley, ndo constataram ocorréncia de hipertrofia

cardiaca, embora os animais tratados com dieta hipercaldrica reportassem
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aumento de peso e adiposidade apds 12 semanas de experimentacdo. O
procedimento de adequacdo do peso cardiaco ao peso corporal exibe precisdo
limitada, podendo incorrer a erros de interpretagdo. Variagcdes do tamanho
miocdrdico podem ndo refletir alteracdes ponderais; assim, uma subestimagdo
das dimensoOes cardiacas pode se evidenciar perante uma evolucdo ponderal
significativa. Analogamente, a queda de peso corporal pode proporcionar uma
superestimacdo dessas mensuragdoes (OKOSHI, 2000). Sob as limitagcdes
discorridas, outros indicativos de hipertrofia cardiaca poderdo ser mais
consistentes e acurados, como a razao entre massa ventricular e comprimento da
tibia (OKERE et al., 2006; SHARMA et al., 2007).

Na avaliacido morfométrica dos midcitos cardiacos, os SHRs
reportaram maior drea seccional transversa do que os WKYs (Tabela 19, Figura
2). Este achado remete novamente a influéncia especifica da linhagem. A
sobrecarga pressorica cronica induz remodelacdo miocitaria ventricular, uma
atribuicdlo comum aos SHRs (SWYNGHEDAUWN, 1999; WEBER, 2001;
BING et al., 2002). O padrao de crescimento dos cardiomidcitos em condigdes
de sobrecarga pressorica € consistente com o conceito de hipertrofia concéntrica
do ventriculo esquerdo (ANVERSA, LOUD, VITALI-MAZZA, 1976). Fixado a
linhagem, os resultados ndo revelaram diferencas designadas pela dieta, em
ambas as cepas (Tabela 19, Figura 2). Outros investigadores também nao
constataram alteracdes da drea seccional transversa do midcito em ratos
submetidos a dietas hipercaldricas (FITZGERALD et al., 2001; CARROL,
ZENEBE, STRANGE, 2006).

O método mais comumente utilizado para avaliacdo da hipertrofia
miocitdria consiste na mensuracdo da drea seccional transversa celular em
seccOes teciduais coradas com hematoxilina — eosina (MATSUBARA et al.,
2000; CICOGNA et al., 2002; ZORNOFF et al., 2006). Entretanto, Gerdes
(2002) pontua quatro fatores que podem restringir a precisdao do procedimento e

conduzir a incorrecdes de interpretacdo: 1) variabilidade do angulo de corte
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tecidual, havendo superestimacdo da area miocitaria; 2) condicdo contrétil das
amostras teciduais, com fibras contraidas adjacentes a fibras relaxadas; 3)
mensuragoes sdo realizadas somente considerando o nucleo, com iminente risco
de superestimacdo das afericbes e 4) a 4rea seccional, isoladamente, nao
providencia entendimento adequado do grau de hipertrofia celular. Diante das
possiveis inconsisténcias metodoldgicas, procedimentos distintos poderiam
conferir maior precisao na avaliagdo morfométrica miocitaria.

A avaliagdo do conteudo de 4gua, partindo do indice relativo de
umidade, revelou diferencgas significativas somente em relacdo ao teor de dgua
do pulmao. Fixado o tratamento, os SHRs apresentaram maior umidade do que
os WKYs. Esse achado pode ser decorrente de hipertensdo veno-capilar
resultante de aumento da pressdo de enchimento do atrio esquerdo por disfun¢do
ventricular esquerda (BING et al., 1995). Como referido anteriormente, entre
sete e oito meses de idade, os SHRs ndo apresentam sinais de disfungio
ventricular, a qual pode evidenciar indicios a partir dos 12 meses (EMTER et al.,
2005). Portanto, € dificil inferir que o aumento dos niveis de umidade no pulmao
dos SHRs seja decorrente de faléncia cardiaca. Em relacdo a taxa hepatica de
agua, constatou-se reducdo do conteido de dgua no grupo WKY-OB em relacao
ao grupo WKY-C e comparado ao grupo SHR-OB (Tabela 20). Nao foram
encontradas explicacdes sobre as evidéncias causais a cerca desses achados.

Os resultados do conteudo de colageno intersticial miocérdico
revelaram diferencas designadas pela linhagem e pelo tratamento (Figuras 3 e
4). Além da hipertrofia miocitaria, os SHRs reportaram maiores indices de
coldgeno do intersticio do que os WKYs nas duas comparacdes, controle e
obeso. A hipertensdo arterial crOnica, comum da estirpe dos SHRs, desencadeia
alteracOes fenotipicas inerentes ao processo de remodelamento cardiaco,
caracterizado principalmente por hipertrofia miocitdria e fibrose intersticial
miocadrdica (SWYNGHEDAUWN, 1999; COHN, FERRARI, SHARPE, 2000;
ZORNOFF et al., 2002). A remodelacgdo intersticial € resultante de um balango
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entre agentes moleculares estimulantes da proliferacdo e elementos inibidores
deste processo. Os fatores estimulantes abrangem moléculas bioativas e
incluem: angiotensina II (AIl), aldosterona, endotelinas, catecolaminas e
citocinas inflamatérias (YAMAZAKI, KOMURO, YAZAKI, 1998; LEE &
LAMMERDING, 2002). Perturbacdes da homeostasia tecidual, com aumento da
producdo desses agentes, promovem remodelacdo do tecido, com possivel
ocorréncia de fibrose intersticial (WEBER, 2000; GOLDSMITH & BORG,
2002; KACIMI & GERDES, 2003).

Os resultados deste experimento mostraram que a obesidade
acarretou aumento do conteudo de coldgeno miocédrdico nas duas linhagens
(Figuras 3 e 4). Como referido anteriormente, a remodelacado tecidual da matriz
intersticial decorre de estimulos neuroenddcrinos, pardcrinos e autocrinos (SUN
& WEBER, 1998; LUVARA et al., 1998; WEBER, 2001). O excesso de
adiposidade correlaciona-se positivamente com a maior producdo e secrecao de
inimeras adipocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF)-a, leptina,
adiponectina, resistina, interleucinas, membros do SRAA e fatores de
transformacdo e crescimento (TGF-f) (LEVINE & LEVINE, 2006).
Investigadores constataram que o acumulo de coldgeno intersticial se
correlaciona com altos niveis de TGF- (BOLUYT et al., 1994; BROOKS et al.,
1997; SINGH et al., 1999).. De acordo com intimeros estudos, a All seria um
dos fatores responsiveis pela ampliacdo da fibrose intersticial cardiaca
secunddria a obesidade, pois ativa o TGF-f (JALOWY, SCHULZ, HEUXCH,
1998; KAWANO et al., 2000; LIJNEN, PETROV, FAGARD, 2000; DU TOIT,
NABBEN, LOCHNER, 2005; CARROL & TIAGI, 2005). Zaman et al. (2004)
verificaram que o aumento de coldgeno intersticial miocirdico em camundongos
geneticamente obesos estava associado com resisténcia a insulina e era
decorrente da ativacao das vias Ang II/ TGF-B; e Ang 11/ inibidor do ativador de
plasminogénio do tipo I (PAI-I). Assim, os mecanismos regentes dos resultados

encontrados carecem de investigacdo adicional. Nao foram encontradas
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referéncias bibliograficas abordando, especificamente, a influéncia da obesidade
sobre o coldgeno intersticial em SHRs e WKYs.

Neste trabalho, os achados relativos a composi¢cdo miocardica das
cadeias pesadas de miosina reaveram a interacdo entre linhagem (SHR-C vs OB;
WKY-C vs OB) e tratamento (SHR-C vs WKY-C; SHR-OB vs WKY-OB).
Fixado o tratamento, os grupos controles reportaram resultados similares,
avaliados pela razdo -/ a-MHC. Esta relagdo foi menor do que um (1) nos dois
grupos, mostrando predominio quantitativo de a-MHC em relacdo a isoforma [3-
MHC. Entre os grupos obesos, constatou-se que o grupo WKY-OB reportou
maior razdo do que o grupo SHR-OB (Figura 5).

A auséncia de diferencas entre os grupos controle estd em
conformidade com fontes da literatura (EMTER et al., 2005). O tecido cardiaco
de animais adultos de pequeno porte, como 0s roedores, expressam maior
quantidade de o-MHC (BALDWIN & HADDAD, 2001). O alto conteudo de a-
MHC ¢ considerado uma atribui¢do adaptativa em face do ritmo mais rapido de
hidrolise do ATP e correlaciona-se positivamente com os altos valores de
freqiiéncia cardiaca observados nesses animais (RUNDELL et al., 2005). Esse
padrao de distribuicdo € modificado por condi¢des fisiopatoldgicas diversas,
como diabetes mellitus (DHALLA et al., 1998), hipotireoidismo (CAIOZZO &
HADDAD, 1996), restricao alimentar (HADDAD et al., 1993; SWOAP et al.,,
1994) e sobrecarga pressorica cronica (HADDAD, BODEL, BALDWIN, 1995).
Neste trabalho, os resultados similares entre as linhagens controles podem ser
decorrentes da idade dos animais. Os SHRs podem exibir sinais de disfuncao
cardiaca entre 12 e 15 meses de idade (RADIN et al., 2002; EMTER et al.,
2005). Levando-se em conta a idade das estirpes ao final do experimento, sete a
0ito meses, os ratos hipertensos ainda ndo reportavam alteracdes inerentes a
disfunc¢do ventricular, como modificacoes do fen6tipo de MHC.

Entre os grupos obesos, as respostas distintas das MHCs entre os

WKYs e os SHRs podem ser decorrentes do grau de adiposidade. As diferencas
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entre as taxas de gordura constatadas entre os grupos obesos foram mais
acentuadas do que as observadas entre os dois grupos controles (Tabela 15).
Fixado a linhagem, os resultados evidenciam que a obesidade promoveu
respostas distintas nas duas cepas. Enquanto que a maior taxa de gordura ndo
acarretou alteracdo no fenotipo miocardico na linhagem dos SHRs, na cepa dos
WKYs, a obesidade promoveu modificacdo significativa das MHCs. O grupo
WKY-OB reportou maior razio -/ a-MHC do que o grupo WKY-C (Figura 5).
Nao foram encontrados estudos que avaliaram a influéncia da obesidade sobre o
fenotipo de MHCs em SHRs e WKYs. Em camundongos geneticamente obesos,
constatou-se aumento de B-MHC em detrimento da redu¢do de a-MHC (LI et
al., 2005; BUCHANAN et al., 2005).

O(s) mecanismo(s) que poderiam ser responsavel(is) pelas alteracdes
da MHC no WKY-OB ndo estdo precisamente esclarecidos. Diante da maior
oferta nutricional de acidos graxos, € possivel que o predominio do metabolismo
lipidico no tecido cardiaco promova resisténcia insulinica (HEGARTY et al.,
2003). Classicamente, a estimulacdo do receptor de insulina ativa a via
sinalizadora Phosphoinositol-3 kinase (PI3K) que, subseqiientemente, fosforila e
ativa o fator Akt, o qual promove ativacdo de moléculas de rapamicina - mTOR
(MATSUI & ROSENZWEIG, 2005). Esta cascata sinalizadora designa aumento
de sintese de proteinas e ocorréncia de hipertrofia (LATRONICO et al., 2004;
DORN & FORCE, 2005). Entretanto, além desta via sinalizadora, a insulina
media também a ativacdo das proteinas quinases ativadas do mitégeno —
MAPKs (CARVALHEIRA et al., 2003). As MAPKs configuram uma
importante via ativadora de varios fatores transcricionais, como o fator GATA-
4, o principal mediador da transicdo de MHCs, da isoforma a-MHC (V) para -
MHC (V3) (SUGDEN & CLERK, 1998). Além do mecanismo aventado acima,
outras vias sinalizadoras podem ser relacionadas com o fen6tipo encontrado no
grupo WKY-OB. Metabdlitos de triacilglicerdis, elevados nos WKY-OB,
especificamente diacilglicerol (DAG) e acil-CoA de cadeia longa (A-CoA),
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poderiam estimular as seguintes vias sinalizadoras: proteina quinase C (PKC),
Jun N-terminal quinase e fator nuclear Kappa B quinase (NFKappaB)
(SCHIMITZ-PEIFFER, 2000; PERSEGHIN, PETERSEN, SHULMAN, 2003;
HEGARTY et al.,, 2003). Estas trés vias sinalizadoras podem agir como
ativadoras do fator transcricional GATA-4, podendo promover a transcricdo de
B-MHC (TEMSAH & NEMER, 2005). O NFKappaB é também ativado por
inimeras adipocinas como, TNF-a, leptina, interleucinas, AIl e, inclusive,
metalloproteinase-9 de matriz intersticial, envolvida no aumento de fibrose
(LEVINE & LEVINE, 2006), cuja producdo e secrecdo tendem a se exacerbar
com a adiposidade. Membros do SRAA e a endotelina I, elevados na obesidade,
podem também estar envolvidos na sintese de B-MHC (V3) (KATZ, 2006). Estes
agentes estimulam receptores acoplados a proteina G (Gog-R). Os Gog-Rs, uma
vez estimulados, ativam uma fosfolipase C (PLC) que sinalizam segundos
mensageiros, IP; e DAG (ROCKMAN, KOCK, LEFKOWITZ, 2002). O IP;
estimula liberacio de Ca** pelo reticulo sarcoplasmético sinalizando processos
funcionais da cascata Calcineurina/ NFAT (NICOL, FREY, OLSON, 2000). O
NFAT possui regides de acoplamento junto a GATA-4 e, no estado fosforilado,
designa a transi¢do da isoforma o-MHC (V,) para B-MHC (V3;) (MORKIN,
2000). Citocinas, principalmente a leptina, também ativam respostas
proliferativas a partir da sinalizagdo mediada por gp130, que estimula a janus
kinase (JAK). Este peptideo ativa o sinal ativador e transdutor de transcricao
(STAT), que pode estimular as MAPKs (KATZ, 2006). Perante o exposto, ha
multiplas vias sinalizadoras potenciais que podem ser predominantes na
transicdo da o-MHC (V) para B-MHC (V3). Em razdo da complexidade dos
mecanismos, andlises adicionais esclarecerdao quais cascatas estdo ativas durante
a obesidade.

Em conclusdo, os resultados obtidos se opdem a hip6tese inicial que
a obesidade acarretaria remodelacao cardiaca mais acentuada nos SHRs do que

nos WKYs. Constatou-se uma interacdo entre linhagem e tratamento, com



82

caracteristicas distintas entre as estirpes estudadas. A maior adiposidade
acarretou alteracdo das MHCs somente nos WKYs, enquanto que a fragdo de
coldgeno intersticial aumentou em propor¢cdes similares nas duas cepas.
Pesquisas adicionais serdo necessdrias para esclarecer 0s mecanismos
responsaveis pela alteragdo das MHCs nos WKYs e a auséncia de respostas nos

SHRs, durante a obesidade.
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Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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