SECRETARIA
DE
POS-GRADUACAOD
I.B.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

DANILO ROBERTO XAVIER DE OLIVEIRA CREGE

ANALISE DO PERFIL METABOLICO E CARDIOVASCULAR
DE RATOS ALIMENTADOS COM DIETA HIPERLIPIDICA POR

QUATRO SEMANAS

Este exemplar ccrrasponde a redacdo final

R - dﬂ?n,dida pelo(a) candidato (a) Tese apresentada ao Instituto de

A L6 ‘/{Q&ﬁw r)(_aaim di Oﬁ'uu',m, Biologia para obtengdo do Titulo de

Ie? Doutor em Biologia Funcional e
. Molecular, na 4rea de Fisiologia.

J
e apr pela Comissdo Julgadora.
-Mgﬁz st

Orientadora: Prof® Dr* Dora Maria Grassi Kassisse

Campinas, 2012



il

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
ROBERTA CRISTINA DAL’ EVEDOVE TARTAROTTI — CRB8/7430
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Crege, Danilo Roberto Xavier de Oliveira, 1981-

C861a Analise do perfil metabdlico e cardiovascular de ratos
alimentados com dieta hiperlipidica por quatro semanas /
Danilo Roberto Xavier de Oliveira Crege. — Campinas, SP:
[s.n.], 2012.

Orientador: Dora Maria Grassi Kassisse.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Dieta hiperlipidica. 2. Adipdcitos. 3. Lactatos.
4. Rato. 5. Coragao - Hipertrofia. |. Grassi-Kassisse,
Dora Maria, 1964-. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Biologia. IIl. Titulo.

Informacoes para Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: Metabolic and cardiovascular analysis in rats fed with high-fat diet during four
weeks

Palavras-chave em Inglés:

High-fat diet

Adipocytes

Lactates

Rats

Heart - Hypertrophy

Area de concentracao: Fisiologia

Titulagcao: Doutor em Biologia Funcional e Molecular

Banca examinadora:

Dora Maria Grassi Kassisse [Orientador]

Miguel Arcanjo Areas

Fernanda Ramos Gadelha

Carlos Alberto Silva

Iraides Nunes dos Santos

Data da defesa: 13-02-2012

Programa de P6s Graduacao: Biologia Funcional e Molecular



il

Campinas, 13 de fevereiro de 2012

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Dora Maria Grassi Kassisse (Orientadora)

Prof. Dr. Miguel Arcanjo Areas

“ Assinatura

Profa. Dra. Fernanda Ramos Gadelha M
Assinatura

Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva

Profa. Dra. Iraides Nunes dos Santos

Profa. Dra. Gislaine Ventrucci

Assinatura

Prof. Dr. Armindo Antonio Alves

Assinatura

Prof. Dr. Wilson Nadruz Junior

Assinatura



v

DEDICATORIA

Nao teria como dedicar este trabalho para outras pessoas, que ndo fossem meus pais.
Eles sempre apoiaram minhas escolhas, me deram oportunidade e condi¢des de estudo, sem as
quais nao teria conseguido chegar até aqui.

Amo muito vocés! Obrigado por tudo!



AGRADECIMENTOS

Antes de comecar redigir a ultima parte que esta faltando nesta tese gostaria de deixar
registrado que, mais dificil que escrever resultados e discussdes, ¢ expressar em palavras o meu
agradecimento pelas pessoas que direta ou indiretamente colaboraram para que este trabalho
fosse concluido. Nao gostaria de ser injusto e, involuntariamente, esquecer de alguém, por isso,
de antemao ja deixo meu muito obrigado a todos que de alguma forma possibilitaram a realizacao
deste trabalho.

Tive muitas dificuldades para comecar este texto e por isso fui fazer a leitura do que havia
escrito nos agradecimentos do mestrado. O mais interessante que percebi ¢ que, apesar de alguns
anos terem se passado, a grande maioria daquelas pessoas ainda sdo presentes em minha vida e
continuam acompanhando minha trajetéria. Mesmo que muitas vezes os caminhos e
circunstancias proporcionadas pela vida as vezes nos distanciem, ¢ bom saber que estdo ao meu
lado. Saibam que estarei sempre a disposi¢ao para ajuda-los quando for preciso.

Inicialmente gostaria de agradecer a todos os amigos que foram feitos nestes nove anos de
LABEEST. Por mais que seja algo naturalmente esperado em um ambiente de trabalho, a
amizade e companheirismo de vocés foi fundamental para conseguir concretizar esta pesquisa.
Mantendo a famosa hierarquia da “pirdmide”, nada mais justo que comegar lembrando dos
amigos da “velha guarda” do laboratério: Al€é, André, Aline, Aglécio, Danuza, Débora, Edgar,
Edla (Tia), Elaine, Elis, Geruza, Heder, Heloisa, Iraides, Ju, Karina (Sebe), Marcia (Ponta
Esquerda), Maria Candida, Marilia, Silvia e Vivi. Em um passado mais recente: Aline (Caloi),
Gaby, Gustavo, Guto, Lari, Marcela e Tim. Todos vocés tiveram participagdao direta em minha
vida ao longo de todos estes anos juntos, seja durante a realizagdo de experimentos, mas também
em almogos no bandejao, viagens e impagaveis tardes no Star Clean!

Ao meu amigo Alé (Miotto), que teve muita paciéncia para ensinar parte das técnicas
utilizadas neste trabalho e aguentou meus “desabafos” quando a canula ndo entrava na artéria!
Foi a primeira pessoa que me deu oportunidade de ministrar uma palestra e deixo aqui meu muito
obrigado por tudo que me ensinou durante estes anos.

Ao Heder Frank (Starling!), sempre disposto a ajudar no que fosse preciso, companheiro
de disciplinas (sofria de insonia...) e com quem dividi grande parte das angustias e dificuldades

profissionais no comeco da carreira académica.



Vi

Ao Guto e Tim que conseguiram ser meus “bixos” trés vezes!! Parceiros de experimentos
sem os quais seria impossivel concluir esta pesquisa. Obrigado por toda forca que me deram
nestes anos! Tim, tem duas latinhas liberadas para cada um!

A todos os amigos dos outros laboratorios do departamento que também ndo mediram
esforgos para ajudar nos experimentos, além de 6timos companheiros de churrascos! Amarilys,
Carol Babalu, Z¢, Leandro, Anderson, Felipe, Emilianne, Bread, Romantico, Gi, Claudinha,
Alessandrinho, Urso, Mandrake, Leticia, Helena, Thiago, deixo aqui o meu muito obrigado.

Aos alunos do professor Miguel: Fernanda, Chico, Gu, Marcelo e Clodoaldo, com quem
dividimos o laboratorio nos ultimos anos e compartilhamos 6timos momentos de conversas ¢
risadas.

Ao Luizdo, também aluno do professor Miguel, deixo um agradecimento especial por toda
ajuda dada para elaboragdo desta tese. Muito obrigado por tudo que fez por mim nestes anos, pois
sem sua colaborag@o ndo teria conseguido concluir este trabalho.

A todos os funcionarios do Departamento de Fisiologia e Biofisica: Alexandra, Juvenal,
Léscio, Marcelo, Marise, Priscila e Washington.

A Andréa da secretaria que, desde minha entrada na pds-graduagdo, sempre me ajudou
muito nas duvidas e nos problemas que levava.

Aos velhos amigos Rafael e Alan, que participam da minha vida desde as caminhadas
para o futebol no Regatas até hoje, e com quem gostaria de compartilhar mais este momento.

As amigas ausentes Fer Redondo e Milla que, onde quer que estejam, olham por mim e
iluminam o caminho que vou percorrer. Apesar do tempo que nos deixaram, vocés nunca serao
esquecidas.

Ao amigo Rafael Cofifio (Adriano!), parceiro diario nos ultimos anos, que segurou muitos
problemas para que eu pudesse concluir este trabalho.

A minha grande amiga Ylane, pessoa impar, por quem tenho um carinho enorme e com
quem compartilhei momentos excelentes da minha vida, mesmo as vezes tendo que esperar até
tarde para comer a pipoca! Saiba que pode contar comigo sempre!

Aos amigos do ETECAP, Fisioterapia PUCCAMP e da FEF, com os quais vivi, em
diferentes fases, os melhores momentos de minha vida. Apesar de muitas vezes encontra-los bem

menos do que gostaria, voc€s estardo sempre comigo.



vii

Aos amigos da turma do Chupim e da Coalisdao! Este trabalho justifica algumas das
auséncias nos “poucos” eventos que realizam! E muito bom poder dividir os bons momentos e
alegrias da vida com vocés, mas principalmente saber que sempre posso contar quando as
dificuldades surgem.

Aos amigos da vida, Aruan, Duzdo, Jecdo, L&, Lee, Louis, Nucci, Pateta, Pato, Rai,
Rogito! Longas historias para contar!

A Nathalia que me acompanhou durante praticamente todos estes anos do doutorado.
Muito obrigado por todo apoio que me deu, principalmente nos momentos que desanimava e
achava que ndo iria conseguir. Seu suporte foi fundamental! Independente dos caminhos que a
vida nos proporcione para o futuro, agradeco por tudo que fez por mim. Seu lugar estard em meu
coracdo para sempre.

A toda minha familia: Tios, primos, avos... Apesar de muitas vezes a rotina diaria nos
separar por longos periodos, vocés sempre serdo parte constante da minha vida. Obrigado por
tudo!

Ao meu irmao Pedro e minha cunhada Rita. O apoio de vocés sempre foi fundamental
para atingir mais este objetivo. Muito obrigado pelas conversas, conselhos, carinho e
companheirismo! Amo voceés!

A todos os meus alunos, em especial a Angélica Corréa (in memoriam), que tive
oportunidade de tentar passar um pouco do que ¢ a Fisiologia. Nunca parem de buscar o
conhecimento!

Aos professores e amigos do UniAnchieta que também me ajudaram muito nestes anos de
trabalho juntos.

A todos os professores do Departamento de Fisiologia pelos ensinamentos e
conhecimentos compartilhados ao longo destes anos de convivio.

Ao Professor Ernesto José Ottaviano (in memoriam) que foi o responsavel pelo inicio da
minha carreira académica. Muito obrigado pela oportunidade, “broncas” e conselhos!

Ao Professor Francesco Langone (in memoriam) que, mesmo sem me conhecer, permitiu
que eu realizasse estagio em seu laboratério e foi o responsavel direto para que iniciasse 0s
estudos em Fisiologia. Muito obrigado, professor! Parabéns pelo brilhante trabalho que

desenvolveu.



viii

A Professora Regina Célia Spadari que nos meus primeiros anos de laboratorio sempre
esteve disposta a me ajudar, ensinou muito de Fisiologia e contribui diretamente com minha
formagao profissional.

A Professora Dora Maria Grassi-Kassisse. Dizer simplesmente muito obrigado ¢ pouco
perto de tudo que fez por mim nestes anos. Serei sempre grato por tudo que fez pelo meu
desenvolvimento pessoal e profissional. Agradeco pelos ensinamentos, por ajudar na minha
primeira orientagdo de TCC, por ensinar como montar uma aula e compartilhar as experiéncias de
coordenacdo. Pego desculpas se as vezes ndo consegui atender as expectativas em mim
depositadas. Espero que um dia consiga tratar meus futuros orientandos da mesma forma que fez
comigo, sempre com carinho, disposi¢do para ajudar e como uma amiga. Obrigado por tudo!

Ao Programa de pos graduacdo em Biologia Funcional e Molecular e a FAEPEX pelo

apoio financeiro.



X

SUMARIO
RESUMO ...ttt ettt et ettt sate s e s Xi
ABSTRACT ...ttt ettt et st xiii
LISTA DE ABREVIATURAS . ..ottt Xiv
LISTADE TABELAS. ..ot Xvii
LISTA DE FIGURAS. ..ottt xviii
1 INTRODUGAO. ...t 1
2OBIETIVOS..... ..ottt sttt 9
3 MATERIAIS E METODOS.........cooooooiiiiiiieeieeeeesseeesseseessseesssessseens 10
31 ANIMAIS. .ottt ettt ettt ettt ettt ettt et sae et eneen 10
3.2 GIUPOS € AICTA.....eeeiieiieeiiieiieeie ettt ettt et seeeebe e aeeesbeessaeenbeessaeesseenens 10
3.3 Controle da evolug@o ponderal e consumo de ragao.........ccceevueeeveerereeneennnn. 11
3.4 Coleta de sangue e analise das concentragdes plasmaticas e sanguineas........... 11
3.5 Cateterizag@o arterial € VENOSA.......c.ueeeeecuviieeeeiiiieeeecieee et eeire e e e e e e 12
3.6 Clamp euglic€mico-hiperinSulin€miCo...........ccueevvierieeriienieeniiecie e eveesieeevens 12
3.7 Isolamento de adipOCItOS. ......cccuierueeriiiriieiiieiie e et eiee e seee e saee s e 13
3.8 Captagao de glicose pelo tecido adipoS0.......cccueeveerieeieenieeiiienieeieesee e e 13
3.9 Estudo farmacolO@ICO..........cecuieruiiiiieiiieeieeiie ettt 14
3.10 Dosagem de lactato no meio de inCubaga0.........cceeeveeevieiieniieiiieeieeieeere e 15
3.11 Dosagem de glicerol no meio de incubagao..........cceevveerevierieeciienieenieenneeans 15
3.12 Analise morfométrica dos adipOCItos.........evuvervieriieriiieniieieerie e eee e 16

3.13 Parametros eletrocardio@rafiCos........coveriieiierieeiieiieeie e 16



3.14 Histologia cardiaca..........ceeeiuieeiiieeiiieeiieeeee ettt 16
3.15 Analise dos 1eSUltadOS. .....cccuerieiiieiiirieriteie e 17
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........o.oooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeesesvsen e 18
S CONCLUSOES.......cooooomiimiieiseiie s 94
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ooooimiemieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeane 95

ANEXOS ... e 125



X1

RESUMO

A mudanga no estilo de vida, principalmente por conta do sedentarismo e da ingestdo de dietas
com grandes quantidades caldricas, tem aumentado significativamente a prevaléncia de doencas
cronico-degenerativas na populacdo. Diversas pesquisas mostram que a obesidade € responsavel
por predispor uma grande variedade de distirbios metabdlicos que muitas vezes aparecem
combinados levando a chamada sindrome metabdlica. A sindrome metabodlica é caracterizada
pela presenga de um grupo de fatores de risco como obesidade central, resisténcia a insulina,
aumento da pressao arterial e esteatose hepatica. Nosso laboratorio realiza desde 1996, estudos
envolvendo a utilizacdo de dietas hiperlipidicas e as implicacdes nestes tecidos, a fim de
contribuir para o esclarecimento de como cardiopatias e alteragdes metabdlicas sdo instaladas
nestes modelos. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes metabolicas e cardiovasculares
em ratos submetidos ao tratamento com dieta hiperlipidica por quatro semanas € comparar com
outros modelos estudados no laboratorio. Para andlise das alteracdes metabodlicas nos ratos que
fizeram ingesta da dieta hiperlipidica foram utilizadas técnicas de: clamp euglicémico-
hiperinsulinémico, isolamento de adipocitos do paniculo epididimal para verificagdo da captagio
de glicose e producdo de lactato e glicerol, além da andlise morfométrica destes adipdcitos. A
analise das alteragdes cardiovasculares foi realizada utilizando pardmetros eletrocardiograficos e
procedimentos de histologia cardiaca. Nossos resultados mostraram que ratos, que fizeram
ingesta da dieta hiperlipidica por quatro semanas, apresentaram resisténcia a insulina verificada
pela redugao na taxa de infusdo de glicose durante o clamp euglic€émico-hiperinsulinémico. Além
disso, a captacdo de glicose pelos adipocitos isolados da regido epididimal também foi
significativamente menor. A reducdo na captagdo de glicose, provavelmente, foi responsavel pela
diminui¢do na produgdo de lactato por estes adipocitos isolados dos ratos hiperlipidémicos. A
lipolise basal nao foi alterada, entretanto, a estimulada por agonistas adrenérgicos apresentou-se
diminuida, sendo que estas alteracdes ndo comprometeram a morfometria dos adipdcitos
epididimais. Os ratos dislipidémicos também apresentaram alteragdes cardiacas, como a
hipertrofia, avaliada pela andlise histologica do coragdo. Estes resultados demonstram que a
ingesta de dieta hiperlipidica por quatro semanas ¢ capaz de promover alteragdes metabodlicas,

sugerindo instalacdo do quadro de resisténcia a insulina, sem causar alteracdes na glicemia, além
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de levar a hipertrofia cardiaca, sendo, portanto, um modelo util para o estudo de complicagdes

iniciais decorrentes da ingestdo de dieta hiperlipidica.
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ABSTRACT

Changes in lifestyle, especially due to sedentarism and intake of high caloric diets have
significantly increased the prevalence of chronic diseases in the population. Many researches
show that obesity is responsible to a huge variety of metabolic disorders that usually appears
combined leading to a disease known as the metabolic syndrome. Metabolic syndrome is
characterized by the presence of a group of risk factors such as central obesity, insulin resistance,
increase in blood pressure and hepatic steatosis. Our laboratory conducts, since 1996, studies
involving the use of high-fat diet and the implications in these tissues in order to contribute to the
comprehension of how cardiopathies and metabolic disorders are installed in these models. The
aim of this study was to evaluate the metabolic and cardiovascular disorders in rats fed with high-
fat diet during four weeks and to compare this information with other models used in our
laboratory. To analyze the metabolic changes in rats that were fed with high-fat diet, we used the
following techniques: euglycemic-hyperinsulinemic clamp, adipocytes isolation from epididymal
panniculus, for the verification of glucose uptake, lactate and glycerol production, besides
morphometric analysis of these adipocytes. The analyses of cardiovascular disorders were
performed using electrocardiographic parameters and cardiac histology procedures. Our results
demonstrated that, rats, fed with high-fat diet during four weeks showed insulin resistance,
verified by reduction in the rate of glucose infusion, during euglycemic-hyperinsulinemic clamp.
In addition, glucose uptake by isolated adipocytes from epididymal tissue was significantly
lower. The reduction in glucose uptake probably was the responsible for diminish lactate
production by these isolated adipocytes of hyperlipidemic rats. Basal lipolysis was not altered,
however, the one stimulated by adrenergic agonists was reduced, and these changes did not affect
the morphometry of epididymal adipocytes. The dislipidemic rats also showed cardiac alterations,
such as hypertrophy, observed in a hystologic analyses of the heart. These results demonstrate
that the intake of high-fat diet during for weeks is able to promote metabolic disorders,
suggesting insulin resistance development, however, without promotes glycemic alterations,
besides leads to cardiac hypertrophy, and is therefore, a useful model to study these initial

complications resulting from the ingestion of high-fat diet.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, principalmente entre as sociedades ocidentais, tem sido observado que
as doengas cronico-degenerativas vém aumentando significativamente a prevaléncia na
populacdo. Grande parte desta elevacdo deve-se a mudanga no estilo de vida, principalmente por
conta do sedentarismo e da ingesta de dietas com grandes quantidades caldricas (KLAUS, 2005;

BLAIR, 2009; MUROS MOLINA, 2011).

Atualmente, as taxas de obesidade tém assumido proporc¢des epidémicas. Considerando
todo o mundo, mais de um bilhdo de adultos estdo acima do peso, além de outros 400 milhdes
que sdo classificados como obesos (KOPLAN; LIVERMAN; KRAAK, 2005; Van DIEREN et
al., 2010; VICKERS, 2011). Estudos indicam que mais de 20 milhdes de criangas, abaixo dos
cinco anos, estdo acima do peso. Este aumento significativo nos indices de obesidade infantil e
outros disturbios metabodlicos associados irdo refletir na quantidade de adultos obesos no futuro.
A previsao para 2015 ¢ que o nimero de obesos supere a marca de 2,3 bilhdes de individuos
(AHMED; ONG; DUNGER, 2009; HAN; LAWLOR; KIMM, 2010). Um ponto importante
nestas estatisticas ¢ o impacto na saude dos individuos ja que, mesmo quadros leves de
obesidade, estdo relacionados com redugdo na expectativa de vida (VonDIEMEN; TRINDADE;
TRINDADE, 2006).

A obesidade ¢ responsavel por predispor uma grande variedade de disturbios metabolicos
que, na maioria das vezes, leva ao desenvolvimento da sindrome metabdlica. A sindrome
metabolica € caracterizada pela presenga de um grupo de fatores de risco como obesidade central,
resisténcia a insulina, aumento na pressdo arterial e esteatose hepatica (SHAW; HALL;
WILLIAMS, 2005; WATANABE; HOJO; NAGAHARA, 2007; PICCHI et al.,, 2011). O
desenvolvimento da obesidade e da sindrome metabdlica pode ser resultado de uma série de

interagdes, que incluem a inatividade fisica, ingesta alimentar, fatores genéticos e o ambiente.

Para muitos autores, a ingesta de uma dieta rica em gordura ¢ um dos fatores que mais
contribuem para o desenvolvimento da obesidade e da sindrome metabdlica (BRAY;

PAERATAKUL; POPKIN, 2004; ESPOSITO; CERIELLO; GIUGLIANO, 2007). Além de

complicagdes metabdlicas, as dietas ricas em gordura também estao relacionadas com o aumento



do risco cardiovascular (MITROU et al., 2007). Segundo dados do Ministério da Saude (2008),

as doengas cardiovasculares sdo as principais causas de mortalidade e morbidade no Brasil.

Existem diversos modelos experimentais descritos na literatura para estudo de doencas
como a obesidade, a sindrome metabolica e a Diabetes Mellitus. Um dos modelos que pode ser
utilizado ¢ o tratamento de ratos com dietas hiperlipidicas. A utilizacdo destas dietas associadas
ao sedentarismo ¢ capaz de promover distirbios no metabolismo de lipideos e alterar as
caracteristicas e funcionamento de outros tecidos como o hepético, cardiaco e adiposo. Uma das
primeiras alteracdes evidenciadas nos ratos que fazem ingesta de dieta hiperlipidica refere-se a
instalagdo do quadro de dislipidemia. A dislipidemia estd relacionada com aumento nas
concentragdes de triacilglicerdis e/ou colesterol, ou ainda redu¢do nas concentracdes de
lipoproteinas de alta densidade (HDL). Este quadro esta diretamente ligado com a obesidade e a

sindrome metabolica, sendo um ponto central para o aumento do risco cardiovascular

(FRANSSEN et al., 2011).

A grande maioria das pesquisas envolvendo modelos de dislipidemia ¢ realizada com
camundongos geneticamente modificados (WANG et al., 2007; TAKEDA et al., 2008; RAZNY
et al., 2010; BARASCUK et al., 2011; HENSLER et al., 2011) e coelhos (RAI; HARE; ZULLI,
2009; PRIOR et al., 2010; ZHONG et al., 2011). Os estudos com ratos sao menos frequentes,
uma vez que para o quadro de dislipidemia ser instalado ¢ necessario associar o acido cdlico a
dieta, além de que a administragdo deve acontecer enquanto eles sdo jovens. Nosso laboratorio
optou por implementar o modelo de dislipidemia em ratos, devido todas as técnicas utilizadas no
laboratério, como isolamento de adipdcitos, reatividade vascular, atrio direito isolado,

eletrocardiografia e pressdo arterial serem realizadas nesta espécie.

As dislipidemias podem ter origem primaria, que esta relacionada com fatores genéticos
ou pode ser de origem secunddria, quando ¢ desencadeada a partir de uma causa determinada
como, por exemplo, dieta inadequada e inatividade fisica (GINSBERG, 1990). Desta forma, a
utilizacao de dietas hiperlipidicas pode ser uma forma de se provocar o quadro de dislipidemia,
caracterizado por elevagdes nas concentragdes plasmaticas de colesterol total e triacilglicerdis,

além de promover alteragdes em outros tecidos, como o hepatico.



Em nosso laboratério, desde 1996, realizamos estudos envolvendo a utilizacdo de dietas
hiperlipidicas, a fim de analisar as implicacdes em diferentes tecidos. Inicialmente, os estudos
estavam voltados para os efeitos do infuso da planta Crofon cajucara Benth, conhecido por
possuir propriedades hipocolesterolémicas. A indug¢do da hipercolesterolemia ndo foi um
processo simples, por isso foi estabelecido um projeto piloto com base na referéncia de Paigen et
al. (1987), que trabalhou com camundongos cuja as concentragdes de colesterol estavam
significativamente elevadas, apds tratamento com dieta hiperlipidica, comparado aqueles que
ingeriram a dieta padrdo. A partir deste projeto piloto, foram realizadas novas pesquisas com o
modelo de indugdo da hipercolesterolemia, por meio de dieta especifica. Nos primeiros trabalhos
realizados, o tempo que os ratos fizeram ingestdo da dieta hiperlipidica foi de seis semanas.
Miotto (2001) identificou que, apos este periodo de ingesta, os ratos apresentaram elevacdo das
concentragdes séricas de lipideos, bem como reducgdo na sensibilidade as catecolaminas em atrios
direitos isolados. Outro trabalho que também foi realizado no laboratorio envolveu o tratamento
de ratos com dieta hiperlipidica por quatro ou seis semanas (WOLF-NUNES, 2004). Os ratos que
foram tratados com dieta hiperlipidica apresentaram elevagdes significativas das concentracdes
de colesterol e triglicerideos comparados aos ratos que ingeriram a dieta padrdo, apds quatro
semanas ingerindo a dieta hiperlipidica. Neste mesmo periodo, ndo foram observadas elevacdes
significativas nas concentra¢des sanguineas de glicose. Para os ratos que fizeram ingesta da dieta

hiperlipidica, também verificou-se instalagao do quadro de hiperinsulinemia.

Wolf-Nunes (2004) analisou alteracdes na quantidade do paniculo adiposo epididimal
somente dos ratos que ingeriram a dieta hiperlipidica por seis semanas. Foi observado aumento
significativo na quantidade de tecido adiposo, comparado ao grupo controle. O aumento na
quantidade desta massa adiposa ¢ decorrente tanto pelo aumento no tamanho dos adipdcitos,
quanto pela elevagdo no numero de células, que sofrem variagdes devido a processos

intracelulares como a lipdlise e a lipogénese (QUEIROZ et al., 2009).

No trabalho realizado por Moreira (2005), foi verificado que a realizacdo do exercicio
fisico, para ratos que realizaram ingesta da dieta hiperlipidica por quatro semanas, impediu que
os atrios direitos desenvolvessem subsensibilidade a agonistas adrenérgicos. A utilizagdo de
natacdo impediu que ratos que ingeriram dieta hiperlipidica por quatro semanas, tivessem

aumento significativo das concentragcdes de triacilglicerdis, colesterol total e suas fracdes:



lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL),
comparado ao grupo controle. A natacdo também impediu alteragdes vasculares para os ratos
hiperlipidicos, que foi verificada para os ratos hiperlipidicos que permaneceram sedentérios

(ESTRELA, 2007).

Além de estudos com este modelo de dislipidemia induzida por dieta hiperlipidica, o
laboratério de estudo do estresse (LABEEST), também vem estudando as respostas metabdlicas,
vasculares e enddcrinas de ratos frente a diferentes agentes estressores como o choque nas patas e
a natacdo (VERAGO; GRASSI-KASSISSE; SPADARI-BRATFISCH, 2001; FARIAS-SILVA et
al., 2002; SAMPAIO-BARROS et al., 2003; HATORE, 2006; ESTRELA, 2007; ALMEIDA,
2008) No caso do modelo de natacdo, diferentes protocolos tem sido testados apresentando
variagoes no tempo de duragdo e/ou frequéncia da atividade, bem como na temperatura da agua.
Estudos mostraram que a utilizacdo da natagdo em ratos apresenta vantagens sobre o treinamento

de corrida (PAPOTI et al., 2003).

O modelo de estresse por choque nas patas foi desenvolvido como forma de estudar os
efeitos dos fatores presentes na reagdo de estresse. Atualmente, sabemos que o estilo de vida
estressante esta relacionado com aumento do risco de doencas cardiovasculares e disturbios
metabolicos, que podem favorecer a instalacdo de patologias como a obesidade, Diabetes
Mellitus e sindrome metabodlica (KAWADA & OKADA, 2006; RAIKKONEN; MATTHEWS;
KULLER, 2007; SCHAFER et al, 2007). Pesquisas ja realizadas em nosso laboratério
mostraram que estes animais, submetidos a trés sessdes, em dias consecutivos, de choques nas
patas tiveram elevacdo significativa nas concentragdes de corticosterona, apos cada uma das
sessdes, enquanto que as concentragdes de triglicerideos plasmaticas tiveram aumento
significativo somente apOs a primeira sessdo. Ja as concentragdes plasmadticas de glicose
apresentaram-se elevadas significativamente, apos a segunda e terceira sessdes de choques nas
patas (VERAGO; GRASSI-KASSISSE; SPADARI-BRATFISCH, 2001). Com este mesmo
protocolo, também foi demonstrado que os adipécitos isolados do tecido adiposo epididimal
destes ratos, apresentaram maior sensibilidade a isoprenalina e menor efeito lipolitico pela
noradrenalina. A expressdao dos adrenoceptores [B; e Ps estava reduzida, enquanto que os
adrenoceptores [, apresentaram maior expressao, comparado aos adipdcitos dos ratos controle.

Além disso, foi verificado que os ratos submetidos as sessdoes de choques nas patas estavam



hiperglicémicos e hiperinsulinémicos, sendo que os adipécitos isolados do tecido adiposo
epididimal apresentaram menor sensibilidade aos efeitos antilipoliticos da insulina, sugerindo
instalacdo do quadro de resisténcia a insulina (FARIAS-SILVA et al., 1999; 2002; 2004).
Almeida (2008) também realizou estudos com este modelo de estresse por choque nas patas, e
observou que a captacao de glicose pelos adipdcitos isolados destes ratos estava menos sensivel a
insulina, enquanto que para a noradrenalina, a captacao foi significativamente maior, comparado
aos ratos controle. A autora também verificou que a captacao de glicose pelos adipdcitos isolados
¢ realizada principalmente pelos adrenoceptores a; e que os adrenoceptores B, destes ratos do
grupo choque, quando estimulados, inibiram significativamente a captagdo de glicose pelos

adipocitos, sugerindo uma troca na sinalizagao intracelular da via Gs para Gi.

As alteragdes fisioldgicas desencadeadas por todos estes modelos estudados em nosso

laboratorio sdo bem amplas e acometem diferentes tecidos, como o adiposo, hepatico e cardiaco.

Nos ultimos anos, o tecido adiposo deixou de ser simplesmente um sitio que controla o
estoque de energia no organismo. Diversos estudos mostraram que o tecido adiposo ¢ responsavel
pela producdo de moléculas bioativas, como a leptina, fator de necrose tumoral o (TNF-a),
interleucina 6, inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e outras adipocinas
(KERSHAW; FLIER, 2004; ARAI et al., 2011). A descoberta destas novas moléculas produzidas
no tecido adiposo fez com que inimeras pesquisas fossem realizadas buscando a compreensdo
deste tecido em mecanismos fisioldgicos e patologicos, incluindo os processos inflamatorios e

imunes (WARNE, 2003; FANTUZZI, 2005; POND, 2005).

Por conta da importancia deste tecido, cada vez mais, o papel dos adipocitos em doencgas
como a sindrome metabdlica e a obesidade vem sendo estudado em diversos grupos de pesquisa.
Além disso, outras alteragdes, muitas vezes comuns a estes distirbios como a hipercolesterolemia
e a resisténcia a insulina, também sdo alvo de trabalhos cientificos. A insulina é um hormoénio
responsavel por garantir a homeostasia da glicose em nosso organismo. A glicose ¢ fonte
fundamental para producdo de energia pelas células eucariontes. Nos seres humanos, a utilizacao
da glicose ¢ realizada por varios tipos celulares, entretanto, na condi¢do basal, o tecido cerebral ¢
responsavel pelo consumo aproximado de 80% do total (BRYANT; GOVERS; JAMES, 2002).
Além da importancia energética, a glicose pode realizar a regulagdo da transcri¢do de genes,

atividades enzimaticas e secre¢do de hormonios (THORENS & MUECKLER, 2010). Apos as



refei¢des, a elevagdo da glicemia € responsavel por liberar a insulina produzida nas células § do
pancreas, que vai estimular a captacao de glicose pelos tecidos, tanto para producao de energia ou
para armazenamento na forma de glicogénio, neste caso, no tecido hepatico e muscular
(SALTIEL & KAHN, 2001). No tecido cerebral, temos neuronios sensiveis as concentragdes de
glicose, que sdo ativados ou inibidos, quanto verificamos elevagdo na glicemia. Estas células
estdo envolvidas com o controle da ingesta alimentar, gasto de energia e homeostasia da glicose
(MARTY; DALLAPORTA; THORENS, 2007). A entrada de glicose nas células ¢ um processo
complexo, visto que a maioria das células ndo sdo naturalmente permedveis a esta molécula. Para
muitos tecidos, ¢ necessario que sejam formados transportadores de glicose para que esta consiga
entrar na célula. A existéncia de multiplas isoformas destes transportadores, com propriedades
cinéticas diferentes e sua expressao na superficie das células, que vai determinar os ajustes finos

no processo de captacdo de glicose (THORENS & MUECKLER, 2010).

Os transportadores de glicose fazem parte de uma familia de proteinas, especificas para
realizar este transporte, denominadas GLUTs (Glucose Transporters). Existem descritos 14 tipos
diferentes destas proteinas, sendo que os transportadores da classe I (GLUT-1 a 4) sd3o os mais
importantes (SIMPSON et al., 2008). A insulina desempenha papel fundamental neste processo,
ja que a formagdo dos transportadores de glicose pode ser dependente da participacdo deste
hormoénio. Os tipos de GLUTSs presentes em cada tecido sdo bem varidveis. Nas células
musculares e adipocitos encontramos o transportador GLUT-1, cujo funcionamento ¢
independente da presenca da insulina. Por outro lado, nestes mesmos tipos de células, temos a
presenca do GLUT-4 que precisam da insulina para ser produzidos (DUCLUZEAU et al., 2002;
STUART et al., 2006). A maior parte da captacdo de glicose de glicose pelos adipécitos e
miodcitos € realizada pela estimulacdo da insulina, formando os GLUT-4. A primeira etapa deste
processo ¢ dependente da ligacdo da insulina em seu receptor. Uma vez ligada, sera realizada a
fosforilagao de uma familia de substratos do receptor de insulina (IRS1-4) que estdo presentes no
citoplasma das células (LAVIOLA et al., 2006; HUANG & CZECH, 2007). Com estes substratos
ativos, outras proteinas intracelulares, como fosfatidil inositol 3 quinase (PI3-K), também serdo
ativadas. A PI3-K catalisa a fosforilacao de fosfolipideos de inositol da membrana, resultando na
formacdo de fosfatidil inositol 3, 4, 5 trifosfato (PI13-3,4,5 P3). Esta ultima molécula promove a
ativacdo da proteina quinase dependente de fosfoinositidio (PDK1), que ira ativar outras

proteinas intracelulares: Akt/PKB e PKC atipica. Sdo estas duas proteinas que estimulam a



migracao dos GLUT-4 para membrana celular, permitindo que a célula capte glicose (SALTIEL
& KAHN, 2001; BRYANT; GOVERS; JAMES, 2002; DUCLUZEAU et al., 2002; HUANG &
CZECH, 2007). Inimeras patologias influenciam esta via de captagdo de glicose, por isso faz-se

necessario estudos buscando esclarecer onde as alteragdes sdo instaladas.

Além desta captacdo de glicose estimulada pela insulina, que ¢ considerada a principal via
do organismo, outros estudos demonstraram que a captagdo de glicose também pode ser
desencadeada pelas catecolaminas, que se ligam aos adrenoceptores, representando uma via
alternativa para captacdo da glicose em adipdcitos isolados do tecido adiposo branco
(NONOGAKI, 2000; SMITH, 2002; NEVZOROVA et al., 2006). Diferente da via de captacao
de glicose estimulada pela insulina, os adrenoceptores estdo associados a proteinas G e sdo
divididos em dois principais tipos a e 3, que por sua vez apresentam subdivisdes: o, o2, Bi1, B2,
B3. Na literatura temos estudos descrevendo a participagdo, tanto de adrenoceptores beta, quanto
do subtipo alfa-1 no processo de captagdo de glicose pelos adipocitos (FAINTRENIE &
GELOEN, 1996; 1998; LIU; PERUSSE; BUKOWIECKI, 1998; MORENO-ALIAGA et al.,
2002; CHENG et al., 2000). Estudos na literatura mostraram que a capta¢do de glicose via
adrenoceptor o.; estd relacionada com a ativagdo da proteina quinase C (PKC) que aumenta a
atividade da PI3-K e, consequentemente, estimula a captacdo de glicose (ZHONG &
MINNEMAN, 1999). No caso dos adrenoceptores b, a captacdo de glicose estimulada por estes
receptores, esta relacionada com o aumento nas concentragcdes de AMPc (adenosina monofosfato
ciclico), decorrente da quebra de ATP (adenosina trifosfato) (KASHIWAGI & FOLEY, 1982).
Desta forma, também ¢ necessario que seja realizada a investigagdo da influéncia de condi¢des
proximas a verificada em patologias, que podemos induzir a partir da administracdo de dieta

hiperlipidica, no processo de captagdo de glicose estimulada pelas catecolaminas.

Estudos realizados em Framingham (EUA) a partir de 1948 demonstraram que
determinados fatores de risco como valores séricos de colesterol, tabagismo e hipertensao arterial
estavam associados a existéncia de cardiopatia isquémica (WONG; WILSON; KANNEL, 1991)
inaugurando uma nova etapa de estudos sobre as doengas cardiovasculares. Muitos estudos
epidemioldgicos na literatura também descreveram complicagdes cardiovasculares associadas a
ingesta de dietas hiperlipidicas, mostrando que o quadro de dislipidemia ¢ um fator de risco

relacionado com o desenvolvimento de aterosclerose e doengas cardiacas (GRUNDY & BEARN,



1988; MARINETTI, 1990; RUBATTU et al., 1993; WALD & LAW, 1995; DANEV et al., 1997,
HOWARD, 1999; HUANG et al., 2004; MITROU et al., 2007; GLAZER et al., 2009).

A ingesta alimentar pode influenciar a atividade do sistema nervoso simpatico (SNS),
como por exemplo, quando ¢ realizado um consumo excessivo de lipidios e carboidratos
(CRANDALL et al., 1983; KAUFMAN; PETERSON; SMITH, 1991; DANEV et al., 1997). O
tonus simpatico cronicamente aumentado, por sua vez, resulta em elevagdo da frequéncia

cardiaca e/ou da pressao arterial.

Estudos prévios em nosso laboratério demonstraram que ratos que ingeriram dieta
hiperlipidica por seis semanas apresentaram instalacdo do quadro de dislipidemia, que resultou
em aumento significativo da pressdo arterial sistolica, diastolica e média destes animais,
comparado aqueles que fizeram ingesta da dieta padrdo, além de elevado indice aterogénico e
aumento significativo da frequéncia cardiaca, bem como desenvolvimento de hipertrofia cardiaca
(MIOTTO, 2006). Este trabalho, juntamente com o de Wolf-Nunes (2004), que trabalhou com
ratos que fizeram ingesta de dieta hiperlipidica por quatro ou seis semanas, terdo parte dos dados
apresentados posteriormente.

Considerando informagdes e resultados que foram obtidos previamente em outras
pesquisas desenvolvidas em nosso laboratério (LABEEST), a continuidade de estudos com
modelos j& estabelecidos em nosso grupo e a comparagdo de resultados entre estes modelos ¢é
uma forma de contribuir para o esclarecimento do desenvolvimento de como cardiopatias e
alteracdes metabolicas sdo instaladas nestes modelos e, desta forma a sindrome metabdlica, que

acomete muitas pessoas, atualmente.



2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar as alteragdes metabolicas e cardiovasculares em ratos submetidos ao tratamento
com dieta hiperlipidica por quatro semanas e comparar estas alteragdes com outros modelos

estudados no laboratorio.

Objetivos especificos
Avaliar os parametros metabolicos:
Ensaios in vivo:
- O ensaio de clamp euglicémico-hiperinsulinémico.
Ensaios realizados in vitro:
- Captacdo de glicose basal e estimulada em adipdcitos isolados;
- Producao de lactato basal e estimulada em adipdcitos isolados;
- Producao de glicerol basal e estimulada em adipdcitos isolados;
- Andlise morfométrica de adipdcitos.
Avaliar os parametros cardiacos:
Ensaio in vivo:
- Registro eletrocardiografico em ratos anestesiados.
Ensaio in vivo:

- Analise histologica do coracdo e de cardiomidcitos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, Albina, Rodentia,
Mammalia), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), com idade de quatro semanas, que, em seguida, passaram por duas semanas de
adaptag@o no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da

UNICAMP.

Apos este periodo, os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas (seis animais por gaiola),
durante quatro semanas, com a temperatura média de 22°C + 2°C e ciclo claro/escuro de 12:00
horas, com o ciclo claro iniciando-se as 6:30 horas. Durante os experimentos, os ratos foram
tratados de acordo com as normas descritas por Olfert et al., (1993) para uso de animais para

pesquisa e educacao.

Os experimentos foram realizados em concordancia com os principios para uso de
animais em pesquisa e educac¢do adotados pelo Colégio Brasileiro para Experimentagdo Animal
(COBEA) e os protocolos experimentais foram aprovados pelo comité de ética em
Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia (Protocolo inicial: 058-1, modificado

posteriormente para 2561-1; UNICAMP) (ANEXO-1).

3.2 Grupos e dieta

Os ratos do grupo controle foram alimentados com uma ragdo padrdo para laboratorio
contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Labina-Purina, Brasil (http://sogorb.com.br/01-08-
01.html) - ratos normolipidémicos. Outros animais foram alimentados com racdo hiperlipidica
contendo 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido colico
(ratos hiperlipidémicos) durante quatro semanas (WOLF-NUNES, et al., 2000; MIOTTO, 2001;
WOLF-NUNES, 2004).



11

Os ratos foram entdo, subdivididos em dois grupos: Dieta e controle, ¢ permaneceram

sedentarios. A agua foi oferecida diariamente ad libitum e, a cada dois dias, foi fornecido 500 g

de racao.
Composicao da dieta hiperlipidica
Ingredientes
Quantidade (%)
Carboidratos 26,8
Proteinas 27,9
Lipideos 35,25
Fibras 5,0
L-cistina 0,3
Minerais 3,5
Vitaminas 1,0
Colina 0,25
TOTAL 100

Tabela 1: Composicao da dieta hiperlipidica. Fonte: HN&C Consultoria em Nutricdo Experimental
(CNPJ 10.427.871/0001-40). A fracdo de carboidratos foi composta por amido (63,06%), sacarose
(16,05%) e dextrina (20,89%). A fonte de proteina utilizada foi caseina comercial. A fracdo lipidica
utilizada foi a banha de porco. As misturas de vitaminas e minerais foram formuladas de acordo com AIN-

93 (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Densidade calorica = 5,36 cal/g.

3.3 Controle da evolucao ponderal e consumo de ra¢ao

Durante as quatro semanas que os ratos permaneceram em tratamento com dieta padrdo
ou hiperlipidica, foram avaliados o peso corporal e a quantidade de consumo de racdo. Este
controle foi realizado trés vezes por semana (segundas, quartas e sextas-feiras), sempre no

periodo entre 16 € 17 horas.

3.4 Coleta de sangue e analise das concentracées plasmaticas e sanguineas
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Apo6s jejum de 16 horas, os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (60 mg
/Kg. i.p.; Hypnol, Fontoveter, Itapira, SP, Brasil) e foi realizada coleta de sangue por pungao
cardiaca extraindo 5 mL de sangue do animal para determinacdo do perfil lipidico. Colesterol
total e triacilglicerdis (TAG) foram determinados colorimetricamente usando kits diagnésticos

comerciais (Laborlab, Barueri, SP, Brasil).

Para a determinagdo das concentragdes sanguineas de glicose foi realizado um corte na
ponta do rabo do animal para coleta de sangue. As concentra¢des de glicose foram determinadas
utilizando-se as fitas Glucocard Test Strip II, submetidas a leitura em glicosimetro (Super

Glucocard II, ARKRAY FACTORY Inc., Kouka-Gun, Shiga, Japao).

3.5 Cateterizacao arterial e venosa

Os ratos foram anestesiados com Ketamina (Cloridrato de Cetamina, 50 mg/Kg de peso
corporal, i.m.) e Rumpum (Cloridrato de Xilazina 0,01 mg/Kg de peso corporal, i.m.), segundo o
protocolo de Ueno et al. (2005). Apods a anestesia, foi realizada a cateterizagdo da veia jugular
direita e a artéria cardtida esquerda, para coleta das amostras de sangue. Os cateteres de
polietileno (PE10 e PE50) foram previamente siliconizados e preenchidos com solugdo de citrato
de sddio, 5 mM em salina (NaCl 0,9% m/v). As canulas foram expostas na regido ventral do

animal (VERAGO et al.,2001; FARIAS-SILVA et al., 2002; MARTINELLI, 2009).

3.6 Clamp euglicémico-hiperinsulinémico

Apds uma hora da realizagdo do procedimento cirdrgico, foram implantadas extensdes dos
cateteres para facilitar a manipulacdo e o clamp euglicémico-hiperinsulinémico foi iniciado. No
cateter venoso foi implantado um sistema “T” para realizar a perfusdo simultinea das seguintes
solugoes:

e Solucdo de insulina de cerca de 6 pU/Kg.min diluida em NaCl 0,9% adicionado de 1% de

BSA, com auxilio de uma bomba de infusao em velocidade constante;

e Solucdo de glicose (10%) com auxilio de uma bomba peristaltica.



13

Aliquotas de 10 pL de sangue foram coletadas a cada 10 minutos, durante duas horas,
para determinacdo da glicemia através de um analisador de glicose, glicosimetro (ACCU
CHEK Go, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). O tempo zero para inicio deste
prazo de duas horas foi obtido apds a estabilizagdo da glicemia proximo dos valores de jejum,
verificado em trés medidas consecutivas.

O débito de perfusao de glicose foi realizado de tal forma que a glicemia ficasse mantida
em 6 mM. Os resultados foram expressos com a quantidade de glicose perfundida para manter a
euglicemia (mg/Kg.min) durante as duas horas de clamp, um indice de utilizagao total de glicose

pelo organismo inteiro (AGOSTO et al., 1997; BARET et al., 2002).

3.7 Isolamento de adip6citos

Os adipocitos foram isolados do tecido adiposo epididimal, por uma modificagdo no
procedimento original de Rodbell (1964). O tecido adiposo foi pesado, picado e digerido em tubo
de polietileno (20 mL) contendo 10 mL de tampao Krebs Ringer bicarbonato, 25 mM HEPES, 6
mM glicose, pH 7,4 (Tampao KRB) com a adi¢do de 1 mg/mL de colagenase (tipo 2, Clostridium
histoliticum) e 3% albumina sérica bovina (BSA, fracdo V, livre de 4cidos graxos; KRBA). O
tubo foi agitado em 40 ciclos/min. a 37°C durante 45 minutos. A suspensao celular resultante foi
filtrada através de uma malha de nylon (200 uM) e lavada trés vezes com tampao fresco KRBA.
Uma aliquota da suspensdo celular final foi contada em camara Mallassez para ajuste da
concentragdo de células em 100.000 ou 300.000, que foi varidvel de acordo com o protocolo a ser

utilizado (FAINTRENIE & GELOEN, 1998).

3.8 Captaciao de glicose pelo tecido adiposo

Esta metodologia foi baseada naquela desenvolvida por Faintrenie & Géloen (1998) com
pequenas modifica¢des. Adipdcitos epididimais (300.000 células) foram pré-incubados em tubos
de polietileno com tampao KRBA contendo diferentes concentragdes de noradrenalina (0,1 nM a
1000 nM), isoprenalina (1000 nM) ou insulina (50 pU/mL a 500 pU/mL). A incubagdo foi feita a

37°C, sob agitagdo de 40 ciclos por minuto, durante 30 minutos. Em seguida, foram adicionados
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10 uL de KRBA (37°C) contendo 0,2 pCi de 2-[1,2-’H]-desoxiglicose (2-DG). Ap6s 15 minutos
de incubagdo (37°C, 40 ciclos por minuto) a captagdo de glicose foi interrompida com a adigio de
1 mL de KR-HEPES gelado. A suspensao de células foi imediatamente filtrada em filtro de nitro
celulose (8 uM), preso a um aparato de filtragao (Millipore, Indtstria e Comércio Ltda, SP, BR).
Os filtros foram lavados trés vezes com 1 mL de solugdo de KR-HEPES gelado. Em seguida, os
filtros foram colocados em vials apropriados para adicionarmos 5 mL de liquido de cintilagao
(Packard Bioscience, Me, USA). Os vials foram vigorosamente agitados (150 ciclos/min) até
completa dissolugdo do filtro e em seguida, foram colocados em um contador de cintilagdo

(Beckman Instruments, Palo Alto, CA).

A captacao basal de glicose foi avaliada em um recipiente contendo também 300.000
células que seguiram todas as etapas, na auséncia agonista (FAINTRENIE & GELOEN, 1998).
Os resultados foram expressos em porcentagem de captacdo em relagdo ao basal em 15 minutos

de incubagio / 3 x 10° células, de experimentos realizados em quadruplicata.

3.9 Estudo farmacolégico

Neste ensaio trabalhamos com 100.000 células em volume final de 1 mL. As células
foram incubadas com agonistas seletivos ou ndo: noradrenalina de 0,01 nM a 1000 nM (agonista
a e P adrenérgico); isoprenalina de 0,01 nM a 1000 nM (agonista 3 adrenérgico) (GELLAI &
RUFFOLO, 1987) e, quando necessario, utilizamos também antagonistas: Propanolol, 1000 nM,
(antagonista  adrenérgico) ; ICI 118,551, 50 nM, (antagonista 3, adrenérgico). Os adipdcitos
foram pré-incubados na presenca ou nao de antagonistas a 37°C durante 15 minutos (60
ciclos/minuto), apos esse periodo os agonistas foram adicionados a suspensdo celular e entdo
incubados por mais 60 minutos a 37°C (60 ciclos/minuto). A reacdo foi finalizada apods esse
periodo colocando as amostras no gelo. As células foram retiradas do meio de incubagdo através
de aspiragdo e o infranadante foi imediatamente congelado e armazenado a —20°C para posterior

analise da concentracgdo de glicerol e lactato.
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3.10 Dosagem de lactato no meio de incubacao

Para a determinagdo da concentracdo de lactato presente no meio de incubagdo dos

adipdcitos, foi utilizado kit enzimatico da Trinity.

O 4cido latico ¢ convertido em piruvato e perdxido de hidrogénio (H,O;) pela lactato
oxidase. Na presenga do H,O, formado, a peroxidase catalisa a oxidagdo de um precursor

cromogénico que produz a coloragio.

Aliquotas de 10 uL do contetudo liberado nos eppendorfs foram pipetadas dentro de wells
de uma placa de Elisa e apos a reagdo com o reativo de trabalho do kit foi feita a leitura da

concentracdo de lactato através de um leitor de Elisa em comprimento de onda de 540 nm

(CREGE, 2007).

3.11 Dosagem de glicerol no meio de incubacao

O glicerol produzido nas incubagdes foi medido através de reagdes catalisadas pelas
enzimas glicerol quinase, glicerol fosfato oxidase e peroxidase (através do kit de leitura de

triglicerideos da Laborlab, SP, Brasil).

O glicerol ¢ fosforilado pela adenosina trifosfato (ATP) formando glicerol-1-fosfato e
ADP, nesta reacdo catalisada pela glicerol quinase. O glicerol-1-fosfato ¢ entdo oxidado pela
glicerol fosfato oxidase em fosfato de diidroxiacetona e peroxido de hidrogénio. A coloragdo ¢

entdo produzida pela reagdo catalisada pela peroxidase.

Aliquotas de 10 uL do conteudo liberado nos eppendorfs foram pipetadas dentro de wells
de uma placa de Elisa e apds a reacdo com o reativo de trabalho do kit foi feita a leitura da
concentragdo de glicerol através de um leitor de Elisa em comprimento de onda de 540 nm
(CREGE, 2007). A concentragdao de glicerol no meio de incubagdo foi expressa em pmol de

glicerol em 10° células/ 60 minutos.
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3.12 Analise morfométrica dos adipdcitos

A analise morfométrica dos adipdcitos foi realizada de acordo Pinheiro & Grassi-Kassisse
(2007). Apos colocar a aliquota da suspensdo celular na camara de Mallassez, conforme descrito
acima, foram capturadas quatro imagens através do microscopio Leica (4rea analisada de 632
mm) e, para todas as células presentes no campo, foi determinado o didmetro e area, utilizando o

software Image Pro Plus v 3.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD).

3.13 Parametros eletrocardiograficos

O eletrocardiograma (ECGQG) foi realizado em eletrocardiografo computadorizado, modelo
Heart Ware, com os animais sob anestesia. Os eletrodos, em forma de agulha, foram fixados
subcutaneamente nas quatro posi¢des convencionais, nos membros estendidos com os animais na
posicdo supina. Os registros foram realizados nas derivagdes bipolares (DI, DII e DIII) e
amplificadas (aVR, aVL e aVF), com velocidade 50mm/segundo e sensibilidade 2N. Foram
determinadas a frequéncia cardiaca, a amplitude e duracdo das ondas e duragdo dos intervalos e
segmentos eletrocardiograficos. (COSTA et al. 2008; HENKENS et al. 2007; HENKENS et al.
2008).

3.14 Histologia cardiaca

Para analisarmos o tecido cardiaco, inicialmente, foi induzida a parada cardiaca com
solucao de KCIl. Logo apos a parada, o coracao foi retirado e colocado em uma placa de Petri
contendo solugdo salina. Realizou-se entdo a separagdo dos atrios, € os ventriculos foram pesados
e colocados em solucdo de Bouin por 72 horas. Em seguida, cada o6rgdo foi lavado
sucessivamente em solu¢do contendo tampao fosfato e salina e desidratados com alcool 70%

durante 16 horas.

Apoés esta passagem, seguiu-se desidratacdo com alcool 80% (1 hora), alcool 95% (1
hora), quatro passagens por alcool 100% (30 minutos cada passagem) e alcool 100% + xilol (1:1)

por 30 minutos em estufa. Em seguida, os tecidos foram transferidos para forma contendo
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parafina, permanecendo em estufa por trés horas. Apos resfriamento, cada bloco foi retirado das

formas e o excesso de parafina removido.

Os cortes histologicos foram realizados com micrétomo e fixados em laminas com
albumina. Apds a fixacdo em laminas, os cortes foram corados pelos métodos de hematoxilina-
eosina (HE) e pelo Tricomio de Masson. Foram obtidas imagens das laminas no microscopio
Leica (40x e 100x), para analise da espessura da parede ventricular e do diametro da camara,

utilizando-se o software Image Pro Plus Analyser.

3.15 Analise dos resultados

Todos os resultados foram expressos como médias + EPM (Erro Padrao da Média), a
partir de valores individuais. Os valores foram analisados através de teste ¢ de Student, para
comparar dois grupos experimentais, ¢ ANOVA seguida do teste de Tukey, quando comparado
mais de dois grupos experimentais, usando o software Prisma (GraphPad Software Inc., USA)

(VERAGO et al., 2001; FARIAS-SILVA et al., 2002; SAMPAIO-BARROS et al., 2003).

As areas sob as curvas (AUC) obtidas no clamp euglicémico-hiperinsulinémico foram
realizadas pelo método trapezoide através do software Prisma e em seguida analisadas utilizando

o teste ¢ de Student. (BARET et al., 2002; MARTINELLI, 2009).

As diferengas foram consideradas significativas quando os valores de p foram menores

que 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentagdo dos resultados serd iniciada pelas alteragdes metabolicas que foram
encontradas nos ratos que fizeram a ingesta da dieta hiperlipidica por quatro semanas,
comparando com os ratos controle e com outros modelos j& estabelecidos no laboratério. Em
seguida, serdo discutidos os resultados dos pardmetros cardiovasculares que foram analisados

nestes ratos.

Evolugdo ponderal e ingesta alimentar

Os animais utilizados neste estudo chegaram ao biotério com quatro semanas e, apds duas
semanas de adaptacdo foram designados como pertencentes ao grupo controle ou dieta. Durante
quatro semanas, os animais do grupo controle ingeriram a dieta padrdo, enquanto que o grupo
dieta foi submetido ao tratamento com racdo hiperlipidica pelo mesmo periodo. O peso inicial

médio dos animais ao iniciar o tratamento foi de 240,65 + 7,71 g (n=22).

Apds completar o periodo de quatro semanas com ingesta da dieta hiperlipidica, foi
verificado o peso final dos animais pertencentes a cada grupo. Os resultados mostraram que o
grupo que consumiu a dieta hiperlipidica apresentou peso corporal significativamente maior que
os animais do grupo controle (Figura 1). Estes resultados também foram observados em outros

trabalhos realizados previamente em nosso laboratério (WOLF-NUNES, 2004; MIOTTO, 2006).
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Figura 1. Média do peso final dos animais pertencentes aos grupos controle (n=11) e dieta (n=9),
comparado a média do peso corporal inicial, considerando os dois grupos (n=20). A andlise
estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de Student, considerando as diferencas

significativas para p < 0,05. * p < 0,05 Dieta vs. Controle. # p < 0,05 Peso Final vs. Peso Inicial.
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Da sexta a décima semana de vida foi realizado o controle da ingesta alimentar dos
animais pertencentes a ambos os grupos. A ingesta inicial durante as duas primeiras semanas de

adaptacdo no biotério, com dieta padriao para todos os animais, apresentou valor médio de 18,8 +

1,68 g.

Quando analisamos a média do consumo de ragdo na ultima semana de tratamento com
dieta padrao ou hiperlipidica, (Figura 2), observamos que os animais do grupo dieta apresentaram
menor ingesta, estatisticamente significativa, comparado aos ratos pertencentes ao grupo
controle. Possivelmente, os motivos para esta ingesta reduzida no grupo tratado com a dieta
hiperlipidica ¢ o alto teor lipidico presente na racdo que estimula receptores no duodeno, que
sinalizam no cérebro a sensagdo de saciedade, ainda no periodo pré-absortivo, promovendo maior
saciedade com menor quantidade de racdo (GREENBERG et al., 1990). Estes resultados estdo de
acordo com outros trabalhos da literatura que demonstraram diminui¢do da ingesta alimentar
quando submetidos a administragdo intraduodenal de lipideos (GREENBERG et al., 1990;

CARLSON, 2002). Os autores indicam estimulo da saciedade com dietas ricas em lipideos.
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Figura 2. Média do consumo de ragdo na ultima semana de tratamento com dieta padrao (n=11)
ou hiperlipidica (n=9), comparado a média da ingesta inicial, considerando os dois grupos
(n=20). A analise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de Student, considerando as

diferencas significativas para p < 0,05. * p < 0,05 Dieta vs. Controle.
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No estudo de Wolf-Nunes (2004), além da andlise da quantidade de ragdo ingerida,
também foi verificado o consumo calérico dos animais. A racao hiperlipidica possui 5 Kcal/g,
enquanto para a ragdo padrdo esta quantidade ¢ de 4 Kcal/g. Considerando estes valores,
identificamos que os animais do grupo submetidos ao tratamento com dieta hiperlipidica tiveram
um consumo caldrico significativamente menor que os animais alimentados com a ragdo padrao

(D: 72,35 + 10,37 vs. C: 92,6 + 9,19 g, p < 0,05).

O controle da ingesta alimentar ¢ um processo extremamente complexo que envolve a
participagdo de diversas areas do Sistema Nervoso Central (SNC), que modulam o balango
energético, por meio da regulacdo da ingesta e do gasto energético, em resposta a hormonios,
bem como através de sinais neurais ou nutricionais (SUZUKI; JAYASENA; BLOOM, 2011;
DIEGUEZ et al., 2011)

Outros estudos recentes mostraram que algumas vias do SNC estdo ligadas ao tecido
adiposo branco e marrom, bem como o figado, e desta forma acabam influenciando diretamente o
metabolismo dos adipocitos e hepatico (KREIER et al. 2006; NOGUEIRAS; LOPEZ; DIEGUEZ
et al., 2010).

Diversas moléculas estdo evolvidas com o controle da ingesta alimentar. A regido do
hipotdlamo ¢ uma das mais estudadas e apresentam dois grupos de neuronios que com efeitos
opostos na ingesta alimentar. Alguns neurdnios expressam neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo
relacionado ao agouti (AgRP) que estimulam a ingesta alimentar, enquanto que outros neurénios
expressam a pro-Opio-melanocortina (POMC) e o fator de transcri¢do cocaina-anfetamina
dependente (CART), cujo efeito ¢ inibir a ingesta alimentar (SUZUKI; JAYASENA; BLOOM,
2011).

A liberagdo destes fatores hipotalamicos ¢ regulada por aferéncias vagais e por diversos
hormonios (BAILEY, 2008). Existem mais de 30 genes de hormdnios que podem ser expressos €
mais de 100 peptideos distribuidos no trato gastrointestinal, o que faz desta regido o principal

orgao endocrino do organismo (REHFELD, 1998).

Uma das descobertas mais importantes no final do século passado foi a clonagem do gene
ob, em 1994, por Friedman e colaboradores. O gene ob ¢ responsavel por expressar a leptina, que

¢ um hormoénio secretado pelo tecido adiposo branco e sua concentragdo sanguinea esta
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intimamente relacionada com o controle da massa corporal (FREDERICH et al., 1995). Além
disso, outros estudos mostram que a leptina pode influenciar diversos aspectos do comportamento
alimentar, que incluem o tamanho da refei¢do e a preferéncia alimentar (KAHLER et al., 1998;

LICINIO, 2007; GAUTRON & ELMQUIST, 2011).

No trabalho de Wolf-Nunes (2004), as concentragdes circulantes de leptina dos ratos
submetidos ao tratamento com dieta hiperlipidica foram determinadas, sendo que, para estes
animais, ndo foram observadas diferencas significativas comparado ao controle, mesmo havendo

aumento no peso dos paniculos adiposos das regides epididimal e peri-renal.

Isto também foi observado no trabalho de Haluzik e colaboradores (2000), nao
identificaram diferengas significativas entre as concentragdes séricas de leptina em individuos

hiperlipidémicos eutroficos.

Andlises Plasmadticas e Sanguineas

Com o intuito de analisar as alteragdes metabdlicas induzidas pelo tratamento com a dieta
hiperlipidica, dentre os experimentos realizados, foram determinadas as concentragdes

plasmaticas de colesterol e triacilglicerois, além das concentragdes sanguineas de glicose.

A concentracdo total de colesterol dos animais que fizeram a ingesta da ragdo padrao foi
igual a 42,32 + 3,93 mg/dL enquanto que para os animais do grupo tratados com a dieta
hiperlipidica, os valores foram significativamente maiores 71,91 + 6,46 mg/dL (Figura 3). Estes
resultados estdo de acordo com o trabalho realizado em nosso laboratério por Miotto (2006), que
utilizou a mesma dieta, por um periodo de seis semanas e com o trabalho de Wolf-Nunes (2004),

apo6s quatro semanas de tratamento com a dieta hiperlipidica.
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Figura 3. Concentracao de colesterol plasmatico (mg/dL) dos animais do grupo controle (n=11) e
tratados com dieta hiperlipidica (n=15). Os valores estdo expressos em média + EPM. A analise
estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de Student, considerando as diferencas

significativas para p < 0,05. * p < 0,05 Controle vs. Dieta.
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As concentracdes plasmaticas dos triacilglicerdis, por sua vez, ndo apresentaram
diferencgas significativas entre os animais do grupo controle e dieta (C = 21,6 + 2,8 mg/dL vs. D =
24,1 + 3,8 mg/dL) (Figura 4). Estes dados sdo diferentes do que foi observado nos trabalhos de
Wolf-Nunes (2004) e Miotto (2006). Ambos os autores encontraram diferengas estatisticamente
significativas, quando compararam as concentragdes plasmaticas de triacilglicerdis. No trabalho
de Wolf-Nunes (2004), ap6és quatro semanas de tratamento com dieta hiperlipidica, as
concentragdes de triacilglicerdis foram: C = 23,8 + 2,3 mg/dL vs. D=37,6 + 2,1 mg/dL, p < 0,05.
J& Miotto (2006), apos as seis semanas de tratamento com a dieta hiperlipidica, encontrou os

seguintes valores: C = 20,9 + 1,2 mg/dL vs. D=51,3 + 1,7 mg/dL, p < 0,05.

Uma das provaveis diferencas neste resultado pode estar relacionada com o método
utilizado para dosagem destas concentracdes plasmaticas dos triacilglicerois. Miotto (2006)
realizou a coleta de sangue de ratos que foram cateterizados previamente, ndo utilizando
anestésico, que foi utilizada para os ratos analisados neste estudo. Ja no trabalho de Wolf-Nunes
(2004), a analise das concentragdes dos triacilglicerdis foi determinada em amostras de sangue
coletadas em seringa ndo heparinizada, enquanto que para os ratos do presente estudo foi
utilizada seringa contendo anticoagulante. Outra possibilidade sdo os tipos de fibras que
compdem a ragdo hiperlipidica utilizada e que podem ser diferentes da ragdo que foi empregada

nos dois trabalhos anteriores.

Embora estes valores tenham variado entre os trabalhos descritos acima, as concentragdes
elevadas de colesterol, bem como a avaliagdo morfologica do tecido hepatico, realizada em outro
estudo de nosso laboratério ainda ndo publicado, indicou esteatose hepatica nos ratos que
ingeriram a dieta hiperlipidica por quatro semanas (Figura 5). A esteatose hepatica ¢ atualmente
reconhecida com o a manifestacdo hepatica da sindrome metabodlica, e € a principal causa de
morbidade e mortalidade relacionada com o figado. Fatores de risco associados a esteatose
hepatica incluem obesidade e resisténcia a insulina. O progndstico da doenca esta relacionado
com o grau de esteatose, podendo evoluir no longo prazo para cirrose hepatica. Por conta da
presenca de esteatose hepatica, podemos inferir que tivemos instalagdo do quadro de dislipidemia

(HIELKREM; TORRES; HARRISON, 2008).
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Figura 4. Concentragdes plasmaticas de triacilgliceréis (mg/dL) dos animais do grupo controle
(n=11) e tratados com dieta hiperlipidica (n=15). Os valores estdo expressos em média + EPM. A
analise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢+ de Student, considerando as diferengas

significativas para p < 0,05.
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Figura 5: Foto ilustrativa do tecido hepatico de ratos controle (A) e submetidos a dieta
hiperlipidica (B), ao longo de quatro semanas. Os ratos controle ingeriram ragao padrdo para
laboratério contendo 4% de gordura e 0% de colesterol - Nuvilab Brasil, e a ra¢do hiperlipidica
tinha a seguinte composicao: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5%

de 4cido colico (HN&C Consultoria em Nutricdo Experimental, Brasil).
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A concentracdo sanguinea de glicose (C = 83,43 + 5,90 vs. D = 87,72 + 2,93 mg/dL) nao
foi significativamente diferente entre os animais tratados com a dieta hiperlipidica ou padrao.

Este resultado esta demonstrado na figura 6.

No caso das concentragdes sanguineas de glicose, os resultados estdo de acordo com o
trabalho de Wolf-Nunes (2004), que apesar de ter utilizado outro método para determinaciao da
concentragdo de glicose, também ndo encontrou diferengas significativas entre os grupos controle
e tratados com a dieta hiperlipidica (C = 104,2 + 4,8 vs. D = 99,6 + 5,1 mg/dL). O mesmo
resultado foi encontrado por Miotto (2006), que utilizou a dieta hiperlipidica por seis semanas (C

=112,9+ 11,9 vs. D=110,5 + 4,9 mg/dL).
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Figura 6. Concentracdes sanguineas de glicose (mg/dL) dos animais do grupo controle (n=7) e
tratados com dieta hiperlipidica (n=11). Os valores estdo expressos em média + EPM. A analise
estatistica dos dados foi realizada com o teste r de Student, considerando as diferengas

significativas para p < 0,05.
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Clamp Euglicémico-Hiperinsulinémico

O clamp euglicémico-hiperinsulinémico foi realizado com o objetivo de analisar o
metabolismo glicémico dos animais e € caracterizado pela manuten¢do constante de uma taxa de
insulina, enquanto que a infusdo de glicose ¢ regulada momento a momento (MARTINELLI,
2009). A manutencdo da euglicemia por duas horas permite avaliar se houve alteragdo na
captagdo de glicose pelos tecidos periféricos. Quanto maior a resisténcia dos tecidos a insulina

menor serd a taxa de infusdo de glicose (AGOSTO et al., 1997).

Em nosso laboratério, dois protocolos diferentes de clamp euglicémico-hiperinsulinémico
ja foram utilizados para realizacdo destes ensaios. Em 2006, o protocolo utilizado consistia na
realizagdo do clamp apds 24 horas do procedimento cirtrgico de cateterizagdo (MIOTTO, 2006).
No outro protocolo desenvolvido em 2008, apds a cirurgia, as canulas eram expostas na regiao
ventral do animal e cerca de 1 hora depois o clamp era iniciado (MARTINELLI, 2009). Estas
alteragdes foram realizadas com o intuito de aprimorar os experimentos e os resultados foram
mais precisos, de forma que, atualmente, o protocolo desenvolvido em 2008 ¢ o que estd sendo

utilizado nos trabalhos do laboratoério.

Nossos resultados, utilizando o protocolo de Martinelli (2009) mostraram que os animais
submetidos ao tratamento com dieta hiperlipidica apresentaram taxa de infusao de glicose (GIR;
mg/Kg/min) significativamente menores que os animais que fizeram a ingesta da dieta padrdo
tanto na primeira hora (C = 7,98 £ 0,07 vs. D = 5,00 £ 0,15 mg/Kg/min, p<0,05) quanto na
segunda hora (C = 7,67 + 0,04 vs. D = 3,73 + 0,12 mg/Kg/min, p<0,05). A anélise da area sob a
curva, considerando as duas horas do clamp, também confirmou esta redugdo na taxa de infusdo
de glicose (C = 938,3 + 72,06 vs. D = 529,6 = 58,14, mg/Kg/min, p<0,05). Durante todo o
periodo de experimento foi observada a euglicemia, o que confere confiabilidade nos dados. Os

resultados estdo apresentados na tabela 2 e figura 7.

Estes resultados diferem daqueles encontrados por Miotto (2006), que nao verificou
diferencas significativas na taxa de infusdo de glicose na primeira hora e, para os animais tratados

com dieta hiperlipidica por seis semanas, na segunda hora, foi verificado aumento significativo
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na taxa de infusdo de glicose, comparada a taxa de infusdo dos animais que ingeriram a dieta

padrao.

O protocolo utilizado no trabalho de Miotto (2006) foi o primeiro realizado em nosso
laboratorio e pode ser um dos motivos das diferengas encontradas. Outro ponto importante ¢ o
fato de que o clamp euglicémico-hiperinsulinémico deste trabalho foi realizado com os animais
acordados, o que também pode interferir nos resultados devido ao menor controle do
experimento. A taxa de infusdo de glicose no trabalho de Miotto (2006) apresentou valores
elevados, tanto para o controle, quanto para os ratos hiperlipidémicos, quando comparado com os
nossos resultados, obtidos em ratos anestesiados. Baret e colaboradores (2002) também
realizaram o clamp euglicémico hiperinsulinémico com os ratos acordados, e encontraram
valores elevados comparados aos deste trabalho.

A taxa de infusdo de glicose reduzida nos animais submetidos ao tratamento com dieta
hiperlipidica durante quatro semanas corrobora com outros trabalhos da literatura que, utilizando
técnicas distintas, mostraram menor captagdo de glicose para animais alimentados com este tipo
de ragao (HAN et al. 1997; PROIETTO et al., 1999; KADOWAKI et al., 2003; ZHANG et al.,
2007; BROWN et al., 2010; HONORS; HARGRAVE; KINZIG, 2011). Kusunoki et al. (2002),
realizou experimentos com ratos submetidos a tratamento com dieta hiperlipidica e verificou
reducdo significativa na GIR destes animais, quando comparados ao controle. Outro trabalho,
realizado com camundongos, mostrou que apos cinco semanas de tratamento com dieta
hiperlipidica os animais desenvolvem resisténcia a insulina e quando tratados com GABA
apresentaram melhora na tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina (TIAN et al., 2011). Ratos
da linhagem Sprague Dawley também apresentaram resisténcia a insulina apds o tratamento com
seis semanas de dieta hiperlipidica comparado aos animais que fizeram ingesta da dieta padrao
(YAO; ZHI; MINHU, 2011).

Diversas doengas metabdlicas t€ém a resisténcia a insulina como fator desencadeante. A
insulina apresenta efeito lipogénico no tecido adiposo, além de estimular no catabolismo das
micelas e da fracdo de VLDL, bem como favorecer o clearence da fragado LDL (DeFRONZO &
FERRARINNINI, 1991; MALMINIEMI et al., 1995).

No trabalho de Kusunoki et al. (2002), foi sugerido que a redugdo na sensibilidade a
insulina € responsavel por promover um aumento nas concentragdes sanguineas de VLDL e LDL

e efeitos em menor escala nas concentragdes de HDL.
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Apesar de neste estudo nao verificarmos aumento significativo das concentragdes de
triacilglicerdis dos animais tratados com a dieta hiperlipidica, sabe-se que o aumento de sua
quantidade no organismo ¢ capaz de interferir no funcionamento da insulina, reduzindo seu efeito
na musculatura (BERGMAN & ADER, 2000). No estudo de Wolf-Nunes (2004), apds seis
semanas de ingestdo de dieta hiperlipidica, foi verificada elevagdo significativa, nas
concentragdes plasmaticas de insulina destes animais, comparado aos ratos que ingeriram a dieta
padrao.

A resisténcia a insulina apresentada pelos animais tratados com dieta hiperlipidica

também foi verificada na captacdo de 2—D-[2,6-3H] deoxiglicose (2-DG) em adipocitos isolados
do tecido epididimal, para algumas concentragdes de noradrenalina, isoprenalina e insulina, que
serdo mostradas adiante. No trabalho de Randle (1963), esta menor captacdo de glicose ¢
atribuida a um aumento na disponibilidade de acidos graxos, causada pela ingestdo da dieta
hiperlipidica, fazendo com que este substrato seja mais utilizado em processos metabolicos,

reduzindo a captacao da glicose.

Em nosso laboratorio também sdo realizadas pesquisas envolvendo a indugdo de estresse
por choque nas patas. Farias-Silva et al. (2002) demonstraram que estes animais, apos trés
sessdes de choque, apresentavam hiperglicemia e hiperinsulinemia. Assim como aconteceu com
os animais tratados com a dieta hiperlipidica, os ratos submetidos ao estresse por choque nas
patas apresentaram reducao na captacao de 2-DG na presenga de insulina (ALMEIDA, 2008).

Esta resisténcia a insulina ¢é caracteristica em diabéticos do tipo II, que apresentam
elevacdo na glicemia, devida esta menor sensibilidade a insulina tanto em tecidos musculares,
quanto no tecido adiposo (STALLKNECHT et al., 1993; KADOWAKI et al., 2003; ZHANG et
al., 2010).

Uma das formas descritas na literatura para melhorar a resisténcia a insulina ¢ a realizacao
de exercicios fisicos aerobios e resistidos (IVY, 1997; WALLBERG-HENRIKSSON; RINCON;
ZIERATH, 1998; IVY, 2004, SUNDELL, 2011). Em outro trabalho realizado em nosso
laboratorio, analisamos os efeitos da realizagao de 50 minutos de natagdo, durante cinco dias por
semana, ao longo de quatro semanas, em ratos Wistar (MARTINELLI, 2009). Quando
analisamos os resultados do clamp euglicémico-hiperinsulinémico destes animais submetidos a

pratica de natagdo, foi verificado que estes apresentaram maior taxa de infusdo de glicose,
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comparada ao grupo controle, o que estd de acordo com achados da literatura. A sensibilidade
periférica de ratos Wistar obesos, por indugdo de dieta hiperlipidica, melhorou apds seis semanas
de treinamento resistido (PANVELOSKI-COSTA et al., 2011). Suh et al. (2011) realizou uma
pesquisa com adolescentes que praticaram exercicio aerdbio ou resistido por 12 semanas e os
resultados mostraram melhora na sensibilidade a insulina, para ambos os grupos, apos este
periodo. Como os resultados entre os animais do grupo controle utilizados nestes experimentos
ndo apresentaram diferengas com os animais utilizados no presente trabalho, realizamos a
comparagdo com os ratos tratados com a dieta hiperlipidica por quatro semanas e, como
esperado, os resultados da taxa de infusdo de glicose foi significativamente maior para os animais
submetidos a este protocolo de baixa intensidade de natagao (D = 3,73 £0,12 vs. N=11,31 £ 0,44
mg/Kg/min, p<0,05). Estes dados sdo indicativos de que temos uma maior captagdo de glicose
nos tecidos periféricos destes animais. Um dos motivos para esta resisténcia a insulina é que o
principal transportador da glicose, o GLUT-4, depende do estimulo da insulina para que possa ser
translocado para membrana plasmatica (ZORZANO; PALACIN; GUMA, 2005; PRADA et al.,
2006; McGEE & HARGREAVES, 2006; HOLLAND et al., 2007; THORENS & MUECKLER,
2010).

No trabalho de Martinelli (2009) foi mostrado que a expressio do GLUT-4 estava
aumentada no grupo natagao, comparado aos animais controle. Mesmo nao realizando a
determinag¢do da expressdo do GLUT-4 dos ratos tratados com a dieta hiperlipidica, existem
trabalhos na literatura que mostram a redugdo na populagdo destes transportadores
(HIGASHIDA; HIGUCHI; TERADA, 2009; XUE et al.,, 2011), o que possivelmente é o
principal fator para menor taxa de infusdo de glicose encontrada nos animais do grupo tratados
com a dieta hiperlipidica neste estudo.

Além do GLUT-4, existem outras moléculas também estdo envolvidas no metabolismo da
glicose como a proteina quinase dependente de AMP (AMPK). A AMPK ¢ uma enzima que
detecta variagdes na necessidade energética celular, de forma que quando ha reducao da energia
disponivel, em situacdes como exercicio fisico, jejum prolongado e hipoxia, temos variacdo na
sua expressdo (KEMP et al., 1999; MUSI et al., 2001). Apesar de ndo estar totalmente elucidado
na literatura como ocorre o aumento da produ¢do de GLUT-4, estimulada pelo AMPK, existem
estudos mostrando que a via desta proteina ¢ semelhante a da insulina (HARDIE, 2003;

TOWLER & HARDIE, 2007). Por conta disto, existem trabalhos que trazem a relag@o entre esta
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enzima e o desenvolvimento da resisténcia a insulina e outras desordens metabodlicas (RICHTER
& RUDERMAN, 2009).

Estudos na literatura mostraram que a realizacdo de exercicios fisicos ¢ um dos fatores
que promovem o aumento na expressio da AMPK (HAWLEY & LESSARD, 2008;
WOITASZEWSKI & RICHTER, 2006). No estudo de Martinelli (2009), a quantidade de AMPK
expressa pelos animais que realizaram a natagdo, foi maior comparada ao controle, porém, as
diferengas nao foram significativas. Isto sugere que a AMPK ¢ uma proteina de regulacdo aguda,
sendo que a analise da sua expressdo apos trés dias do periodo de natagdo permitiu que seus
valores retornassem a niveis semelhantes ao basal.

Diversos trabalhos na literatura mostraram que o tratamento com dieta hiperlipidica ndo
influenciou as concentracdes de AMPK nos animais que fizeram esta ingesta (KOISTINEN et al.,
2003; STEINBERG et al., 2004; BRANDT et al., 2010; FILLMORE et al., 2010). Por outro lado,
existem trabalhos que mostraram diminui¢do na expressao da AMPK de humanos obesos ¢ que
apresentavam quadro de resisténcia a insulina (SRIWIJITKAMOL et al., 2007; DeFILIPPIS et
al., 2008). Com base nestas informagdes, podemos perceber a necessidade de novos estudos a fim

de esclarecer os mecanismos moleculares da resisténcia a insulina.
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Tabela 2 — Valores glicémicos (mg/dL), valores de taxa de infusdao de glicose (GIR; mg/Kg/min)
e area sob a curva (AUC: Glicemia; mg/dL; GIR; mg/Kg/min) obtidos a partir do ensaio de
clamp euglicémico-hiperinsulinémico em ratos controle (C, n=7), submetidos a quatro semanas

de tratamento com dieta hiperlipidica (D, n=6).

Grupo 1 hora 2% hora Area sob Curva (2 horas)
P Glicemia GIR Glicemia GIR Glicemia GIR
C 99 + 1,06 7,98 +£ 0,07 103 +£0,72 7,67 £0,04 12117 £ 523,7 938.,3 + 72,06
D

100 + 1,68 5,00 £ 0,15%* 106 + 1,32 3,73+ 0,12* 12929 +£ 653,7  529,6 + 58,14*

As coletas de sangue para andlise da glicemia foram realizadas a cada 10 minutos durante
2 horas de ensaio. O tempo zero representa o inicio deste prazo, determinado apos a estabilizacao
da glicemia em valores préximos ao de jejum, verificada apos trés repeticdes seguidas. Uma
coleta prévia a infusdo de solu¢do de glicose e insulina indica a glicemia de jejum. Dados

apresentados como média = EPM.

* P<0,05 D vs C; teste ¢ de Student e AUC.
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Figura 7 — Valores glicémicos (A, mg/dL) e taxa de infusdo de glicose (B, GIR mg/Kg/min) obtidos a partir do ensaio de clamp
euglicémico-hiperinsulinémico em ratos controle (n=7), submetidos a quatro semanas de ingestdo de dieta hiperlipidica (n=6). As
coletas foram realizadas a cada 10 minutos durante 2 horas de ensaio. O tempo zero representa o inicio deste prazo, determinado apos
a estabiliza¢do da glicemia em valores proximos ao de jejum, verificada apos trés repeticdes seguidas. Uma coleta prévia a infusdo de
solugdo de glicose e insulina indica a glicemia de jejum, e ndo esta apresentada nesta figura. Os resultados estdo expressos como média
+ EPM das coletas de amostras sanguineas realizadas a cada 10 minutos. A analise estatistica destes dados foi realizada pela medida da

area sob a curva e esta apresentada na tabela 2.
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Captagado de Glicose em Adipocitos Isolados

Além do clamp euglicémico-hiperinsulinémico, também realizamos estudos de
captagdo de glicose em adipdcitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos submetidos
ao tratamento com dieta hiperlipidica, ou que tenham feito ingesta da ragdo padrdo. Os
primeiros estudos realizados em nosso laboratorio, utilizando esta técnica, foram realizados
por Almeida (2008), que avaliou animais submetidos a trés sessdes de choques nas patas, em
dias consecutivos. Estes dados estdo descritos no texto a seguir com o objetivo de
compararmos possiveis alteracdes na resposta a agonistas adrenégicos e a insulina em

diferentes modelos de ratos.

Inicialmente analisamos a captacdo da 2—D-[2,6-3H] deoxiglicose (2-DQG), utilizando
diferentes concentracdes de insulina. Em adipocitos isolados de ratos controle, a insulina
promoveu aumento significativo para as concentracdes de 250 e 500 uU/mL, quando
comparada a concentragdo 50 pU/mL (C: 50 pU/mL = 18,34 + 2,67 vs. 250 pU/mL = 43,74 +
5,04; 500 uU/mL = 53,12 + 4,22 % de aumento na captacdo de 2-DG em relagdo ao basal,
p<0,05). Ja para os ratos pertencentes ao grupo choque, esta mesma comparagdo, mostrou
aumento significativo somente para concentragdo 500 pU/mL (CH: 50 pU/mL = 17,50 + 3,00
vs. 500 pU/mL = 38,40 + 6,10 % de aumento na captacdo de 2-DG em relagdo ao basal,
p<0,05). Por sua vez, para os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica por quatro
semanas, a comparagdo com a concentracdo 50 pU/mL nao foi estatisticamente diferente para

nenhuma das outras concentra¢des de insulina utilizadas.

Nossos resultados mostraram que os ratos submetidos ao tratamento com dieta
hiperlipidica por quatro semanas apresentaram captacao de glicose significativamente menor,
quando comparado aos ratos que ingeriram a dieta padrao, para as concentragdes de 250 ¢ 500
pU/mL de insulina (250 pU/mL - C=43,74 + 5,04 vs. D = 18,14 + 4,72 %; 500 pU/mL - C =
53,12 + 422 vs. 16,97 + 2,37 % de aumento na captagdo de 2-DG em relagdo ao basal,
p<0,05). Apesar destas diferengas encontradas, conforme descrito anteriormente, os ratos nao
estavam hiperglicémicos no jejum e a comparacdo entre os grupos ndo mostrou diferengas

estatisticamente significativas.

Quando comparamos os resultados da captagdo de 2-DG pelos ratos submetidos a trés

sessdes de choque nas patas com o grupo controle, verificamos redugdo significativa na
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captacdo apenas para concentragdo de 500 uU/mL de insulina (C = 53,12 + 4,22 vs. CH =
38,40 + 6,10 % de aumento na captacdo de 2-DG em relacdo ao basal, p<0,05). Também
realizamos a comparacgao da captacdo de glicose entre o grupo submetido ao tratamento com a
dieta hiperlipidica e os ratos submetidos as sessdes de choques nas patas. Verificamos que os
ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica apresentaram reducdo significativa na
captacdo de glicose induzida pela insulina para as concentragdes de 100, 250 ¢ 500 pU/mL
(100 pU/mL — D = 11,15 + 3,88 vs. CH = 25,60 + 3,5 %; 250 pU/mL - D = 18,14 + 4,72 vs.
CH =32,70 + 3,80 %; 500 uU/mL - D =16,97 + 2,37 vs. CH = 38,40 + 6,10 % de aumento na
captacdo de 2-DG em relagdo ao basal, p<0,05). Os resultados dos grupos controle e que

fizeram ingesta da dieta hiperlipidica estdo apresentados na figura 8.
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Figura 8. Efeito de diferentes concentragdes de insulina na captacdo de 2-D-[2,6- H]
deoxiglicose (2-DG), pelos adipdcitos epididimais isolados de ratos controle (n=9-11),
submetidos a tratamento com dieta hiperlipidica por quatro semanas (n=4-5). Os valores

representam a média = EPM de experimentos distintos, realizados em quadruplicata e estdo

5
expressos em % de aumento na captacdo de 2-DG em relacdo ao basal/ 3 x 10 células em 15

minutos de incubagio.

*p < 0,05 quando comparado ao controle (Test # de Student).

#
p < 0,05 quando comparado com a concentracdo de 50 pU/mL de insulina de seu respectivo

grupo (ANOVA seguida do teste de Tukey).
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O fato da captagdo de glicose pelos adipdcitos isolados do tecido adiposo epididimal,
estimulada pela insulina, estar significativamente reduzida para os ratos que fizeram ingesta
da dieta hiperlipidica por quatro semanas, comparado aos ratos que ingeriram a dieta padréo,
permitem sugerir o quadro de resisténcia a insulina, também verificado nos experimentos de
clamp euglicémico-hiperinsulinémico, que realizamos com estes ratos e estdo descritos

anteriormente.

Da mesma forma que observado com os adipdcitos isolados dos animais tratados com
a dieta hiperlipidica, os ratos submetidos ao estresse por choque nas patas apresentaram
reducdo na captagdo de 2-DG na presenga de insulina. A resisténcia a insulina neste modelo
de choque nas patas ja havia sido descrita em outros estudos do nosso laboratorio (FARIAS-
SILVA et al., 2002). Um dos pontos interessantes que também podemos analisar ¢ que a
captagdo de 2-DG foi significativamente menor nos adipdcitos isolados dos animais do grupo
dieta hiperlipidica, comparado ao grupo choque. Estas informacdes permitem sugerir que a
dieta hiperlipidica é um fator eficiente para indugdo da resisténcia a insulina que o estresse

por choque nas patas, sendo assim indicado como modelo de estudo desta doenga.

Os adipocitos isolados do tecido adiposo epididimal também foram incubados com
diferentes concentracdes de noradrenalina para analise da captacao da 2-DG. Para os ratos
submetidos ao tratamento com dieta hiperlipidica, a captacdo de glicose marcada pelos
adipocitos isolados foi significativamente diferente para todas as concentragdes de
noradrenalina utilizadas, quando comparadas a concentracio 0,1 nM. Apesar deste
comportamento nao ter sido observado no grupo controle, quando realizamos a comparagio
entre entres os dois grupos, verificamos reducdo significativa na captacdo de glicose pelos
adipdcitos isolados dos animais que ingeriram a dieta hiperlipidica para as concentragdes de
0,1 e 1000 nM (0,1 nM - C = 32,39 + 6,94 vs. D = 9,56 + 2,76 %; 1000 nM — C = 49,57 +
4,23 vs. D=29,45 + 3,89 % de aumento de captagdo de 2-DG em relagdo ao basal, p<0,05).

Analisando a captagdo de glicose do adipocitos isolados dos animais submetidos as
sessoes de choques nas patas, verificamos que ocorreu aumento significativo da captagdo,
tanto em relagdo ao controle quanto ao grupo dieta para todas as concentragdes de
noradrenalina utilizadas, exceto na concentragdo 1 nM, para comparagdo choque versus
controle. Almeida (2008) identificou que esta captacdo de glicose, para os animais do grupo
choque deve-se ao aumento da populacdo de adrenoceptores ;. A discussdo destes dados sera

realizada posteriormente.
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Figura 9. Efeito de diferentes concentracdes de noradrenalina na captagdo de 2-D-[2,6- H]
deoxiglicose (2-DG), pelos adipocitos epididimais isolados de ratos controle, submetidos a
tratamento com dieta hiperlipidica. Os valores representam a média + EPM de 3-7

experimentos distintos, realizados em quadruplicata e estdo expressos em % de aumento na

5
captagdo de 2-DG em relagdo ao basal / 3 x 10 células em 15 minutos de incubagio.

*p < 0,05 quando comparado ao controle (Test ¢ de Student).

p < 0,05 quando comparado com a concentragdo de 0,1 nM de noradrenalina de seu

respectivo grupo (ANOVA seguida do teste de Tukey).
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A fim de verificar a participagdo de adrenoceptores [ na captacdo da 2-DG, foi
realizada incubagao dos adipdcitos isolados do tecido adiposo epididimal na presenga do
agonista beta ndo seletivo, isoprenalina. A concentragdo utilizada foi de 1000 nM e todos os
grupos apresentaram aumento na quantidade de glicose captada, sendo significativo em
relacdo ao basal, somente para os grupos controle e choque nas patas. Entretanto, a captagdo
de glicose dos grupos controle e dos animais submetidos as sessdes de choques nas patas nao
foram diferentes entre si. Por outro lado, os adipocitos isolados dos animais que fizeram
ingesta da racdo hiperlipidica apresentaram reducdo significativa da captacdo de glicose,
quando comparado aos grupos controle, que ingeriu a dieta padrdo, e ao grupo choque (D =
20,07 + 7,10 vs. C = 53,28 + 4,50 %; CH = 58,35 + 8,75 % de aumento de captacao de 2-DG
em relacdo ao basal, p<0,05). Estes resultados demonstram uma subsensibilidade dos
adrenoceptores beta nos animais que fizeram ingesta da racdo hiperlipidica. Os resultados dos

grupos controle e dieta hiperlipidica estdo apresentados na figura 10.
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Figura 10. Efeito da isoprenalina (1000 nM) na captacao de 2—D-[2,6- H] deoxiglicose (2-
DQ), pelos adipdcitos epididimais isolados de ratos controle (n=4), submetidos a tratamento
com dieta hiperlipidica por quatro semanas (n=6). Os valores representam a média £ EPM de

experimentos distintos, realizados em quadruplicata e estdo expressos em % de aumento na

5
captagdo de 2-DG em relagdo ao basal / 3 x 10 células em 15 minutos de incubagdo.

*p < 0,05 quando comparado com o seu respectivo controle (Test ¢ de Student).
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O principal papel da insulina no organismo € estimular a captagdo de glicose pelas
células, principalmente no tecido adiposo e dos musculos. O primeiro pesquisador que sugeriu
a necessidade de um componente para o transporte da glicose através da membrana
plasmatica foi LeFevre em 1948, entretanto, a demonstracdo de que este processo era mediado

por uma proteina aconteceu somente no final dos anos 70 (KASAHARA & HINKLE, 1977).

O mecanismo molecular por meio do qual a insulina realiza este estimulo foi descrito
por Cushman e Wardzala em 1980. Eles propuseram que a insulina, apds a ligagdo em seu
receptor de membrana, desencadeia a migracdo de proteinas intracelulares para membrana
plasmatica, de forma a permitir a captacdo de glicose pela célula (CUSHMAN &
WARDZALA, 1980). A estes transportadores foi designado o termo GLUTs — Glucose
Transporters (MUECKLER et al., 1994). Atualmente, sabe-se que a captacdo de glicose ¢
realizada por uma familia de transportadores de glicose, constituida por 14 tipos diferentes de
proteinas (THORENS & MUECKLER, 2010), sendo que os transportadores da classe I
(GLUT-1 a 4) s@o os que melhores representam esta familia (SIMPSON et al., 2008).

O primeiro transportador de glicose determinado foi o GLUT-1, em 1985
(MUECKLER et al., 1985). Este transportador ¢ uma das proteinas de membrana mais
estudadas na literatura, mesmo assim, ainda existem perguntas para serem respondidas acerca
deste transportador, que estd presente em globulos vermelhos e células endoteliais, como o
mecanismo que promove a captacdo da glicose (MUCKLER & MAKEPEACE, 2009). O
GLUT-2 esta presente nas células B do pancreas, células epiteliais do intestino e rins, além
dos hepatocitos (THORENS, 1992). O GLUT-3 ¢ o principal transportador de glicose
neuronal e esta presente tanto nos dendritos, quanto nos axdnios € sua expressdo nas
diferentes regides do cérebro esta diretamente relacionada com a utilizacdo regional de

glicose (THORENS & MUECKLER, 2010).

Além destes trés subtipos de transportadores de glicose, um dos mais importantes para
o metabolismo corporal ¢ o GLUT-4. O GLUT-4 foi descoberto no final dos anos 80 por
James e colaboradores e, desde entdo, o nimero de trabalhos realizados e que envolvem a
participagdo destes transportadores ¢ extremamente elevado. Um dos motivos para isto deve-
se ao fato de sua importancia na regulacdo do metabolismo da glicose no organismo, além da
relacdo como inumeras patologias como a obesidade e a Diabetes Mellitus. Este transportador
¢ o Unico responsavel por realizar o transporte de glicose, dependente da insulina, pelos

musculos esqueléticos e tecido adiposo (HENRIKSEN et al., 1990; LAWRENCE et al.,
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1992). A insulina liga ao seu receptor e realiza a fosforilagdo no residuo de tirosina, o que
resulta em uma cascata intracelular de eventos que incluem a fosforilacdo dos substratos 1 e 2
do receptor de insulina (IRS 1-2) e consequente ativagdo da enzima fosfatidilinositol 3-

quinase (PI3-K) (FOLLI et al., 1992; CONSITT; BELL; HOUMARD, 2009).

A ativagdo da PI3-K regula a agdo da proteina quinase C atipica (aPKC) assim como
da Akt que ¢ responsavel pela ativagdo do substrato 160kD da Akt (AS160). Atualmente,
alguns autores acreditam que a translocagdo do GLUT-4 para membrana ¢ coordenada pela

aPKC e AS160 (CHANG; CHIANG; SALTIEL, 2004; KRAMER et al., 2006).

Nossos ensaios mostraram que a captacao de glicose estimulada pela insulina estava
significativamente menor em animais que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica, para as
concentracdes de 250 ¢ 500 uU/mL, comparado aos animais que fizeram ingesta da dieta
padrdo. Estes resultados corroboram com os achados obtidos no clamp euglicémico-
hiperinsulinémico, em que observamos uma taxa de infusdo da glicose, significativamente
menor, durante as duas horas de experimento para estes animais que ingeriram a dieta
hiperlipidica. Conforme descrito anteriormente, apesar de ndo realizarmos a determinacdo da
expressdo de GLUT-4 nos adipocitos destes ratos, existem relatos na literatura mostrando
menor captagdo de glicose em animais que fizeram ingesta de dieta hiperlipidica
(HIGASHIDA; HIGUCHI; TERADA, 2009; XUE et al., 2011). Ja para os animais que foram
submetidos as sessdes de choques nas patas, a captagdo de glicose, estimulada pela insulina,
foi significativamente menor somente para concentragdo de 500 pU/mL. Esta reducdo na
sensibilidade da insulina estd de acordo com os resultados do trabalho de Farias-Silva et al.
(2002), que observou redugdo dos efeitos anti-lipoliticos da insulina, nos adipocitos isolados
de ratos submetidos a estresse por choque nas patas. As concentracdes em que verificamos
aumento significativo da captagdo de glicose sdo elevadas, comparadas as concentracdes
fisiologicas de ratos no estado de jejum ou alimentados. Animais submetidos a ensaio de
ivGTT apresentaram glicemia de jejum de aproximadamente 20 pU/mL e 80 uU/mL quando
submetidos a sobrecarga de glicose (STRIFFLER & NADLER, 2004). Durante a realizagao
de clamp euglicémico-hiperinsulinémico, Baret e colaboradores (2002), encontraram glicemia
de jejum de aproximadamente 30 pU/mL e cerca de 145 pU/mL no final do ensaio. Com
base nestas informagdes, seria esperado que obtivéssemos aumento significativo da captacao

de glicose a partir da concentragdo de 100 pU/mL, o que ndo aconteceu, mas que foi



46

observado nas concentragdes de 250 e 500 uU/mL, exceto para o grupo choque, em que o

aumento foi significativo somente em 500 pU/mL.

A ingesta de racao hiperlipidica promove aumento das concentragdes de acidos graxos
livres, o que pode ser um dos fatores responsaveis pela reducdo significativa da captacdo de
glicose para os animais que foram alimentados com esta dieta. Alguns estudos demonstraram
que a captagdo de glicose no tecido muscular estaria prejudicada por conta deste aumento na
quantidade de 4cidos graxos livres disponiveis no plasma. O provavel mecanismo para isto
seria que estes acidos graxos livres aumentariam as concentragdes intracelulares de acidos
graxos de cadeia longa que promoveriam a elevacdo de diacilglicerol (DAG), triacilglicerdis
(TAG) e ceramidas. Tanto os acidos graxos de cadeia longa, quanto os DAG, sdo capazes de
reduzir a agdo da insulina, pela via da proteina quinase C (PKC). A PKC aumenta a
fosforilagdo no residuo de serina do receptor da insulina, o que ird promover uma redugdo na
associacdo entre o IRS1 e a PI3-K, resultando na diminui¢do da captacdo de glicose. Ja as
ceramidas sdo capazes de reduzir a captacdo da glicose estimulada pela insulina, via

diminuigdo da fosforilagao da Akt (CONSITT; BELL; HOUMARD, 2009).

Outros estudos na literatura também mostraram que a dieta hiperlipidica é responsavel
por interferir diretamente nas concentracdes intracelulares das moléculas envolvidas na
captacdo de glicose estimulada pela insulina. Speed et al. (2011), mostraram que a dieta
hiperlipidica em ratos promoveu reducdo na expressdao de Akt em neurdnios da substincia
negra ¢ do nucleo estriado. A redugdo nas quantidades de IRS-1 também foi identificada em
células musculares de ratos que ingeriram dieta hiperlipidica (ANSARULLAH et al., 2011).
No estudo de Stefanyk e colaboradores (2011), a atividade da AS160 também foi

significativamente reduzida nos animais alimentados com dieta hiperlipidica.

Com base nestas informagdes, podemos sugerir que a redugdo na captagao de glicose
estimulada pela insulina, possivelmente, esta significativamente diminuida nos ratos que
fizeram ingesta da dieta hiperlipidica, devido alteracdes na atividade de enzimas envolvidas
na captagdo de glicose estimulada pela insulina, fato foi observado em outros estudos com

este tipo de dieta.

Conforme descrito anteriormente, os animais submetidos a estresse por choque nas
patas também apresentaram reducdo significativa na captagdo de glicose pelos adipocitos
isolados do tecido adiposo epididimal. Existem relatos na literatura indicando que o quadro de

resisténcia a insulina pode ser desencadeado pelo aumento da atividade simpatica devido a
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ativacdo de adrenoceptores o (McCARTY, 2004). O provavel mecanismo seria o aumento da
concentracdo de cdlcio no interior da célula promovendo alteragdes na captacdo glicose via
GLUT-4 (BEGUM et al., 1993; REUSCH et al., 1993). Como estes animais estao estressados,
provavelmente a redugdo na captacdo de glicose induzida pela insulina pode estar reduzida

por conta desta via.

Estudos na literatura mostraram que a captagdo de glicose ¢ estimulada tanto pela
insulina quanto pelas catecolaminas (NOGAKI, 2000; SMITH, 2002). As catecolaminas
endogenas, adrenalina e a noradrenalina, sdo horménios cuja acdo € realizada por meio de

adrenoceptores (JENSEN et al., 1996; CAREY, 1998).

Os adrenoceptores foram classificados em o e B por Ahlquist (1948) e depois
subdivididos nos subtipos 1 ¢ 2 (LANDS et al.,, 1967a; 1967b). Posteriormente, foi
demonstrada a existéncia de um terceiro subtipo de receptor B, o B3, em adipocitos de
humanos, ratos e camundongos (KOBILKA et al., 1987; MACHIDA et al., 1990; NAHMIAS
etal., 1991).

Alguns destes adrenoceptores estdo envolvidos com a captacao de glicose. No estudo
de Faintrenie & Geloén (1998), foi demonstrada a participagdo dos adrenoceptores o na
captagdo de glicose em adipdcitos de ratos. Posteriormente, em adipocitos isolados do tecido
adiposo epididimal, foi demonstrado que a captagdo de glicose ¢ mediada pelos
adrenoceptores do tipo a;, (CHENG et al., 2000) Em estudo realizado com humanos,
Boschmann et al. (2002) também demonstraram aumento na captagdo de glicose de
individuos eutroficos via adrenoceptores a;. Relatos na literatura mostram que ativagao destes
adrenoceptores € responsavel por realizar a hidrolise de fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato pela
fosfolipase C (PLC), através da proteina Gg/ 11, resultando na producdo de inositol 1,4,5-
fosfato que promove a liberagao de calcio e do DAG, que ativam a proteina quinase C (PKC)
(ZHONG & MINNEMAN, 1999). Segundo Kelly et al. (1992), estes lipideos da via da PLC
podem servir de substrato para PI3K, que desempenha papel fundamental na captacdo de

glicose.

A fim de analisar a influéncia dos adrenoceptores na captacdo de glicose, realizamos a
incubagdo de diferentes concentragdes de noradrenalina com os adipdcitos isolados do tecido
epididimal dos animais submetidos ao tratamento com dieta hiperlipidica ou padrdo. Os

animais que ingeriram a dieta padrio apresentaram aumento significativo da captacdo de
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glicose estimulada pela noradrenalina para todas as concentragdes utilizadas, quando
comparadas as concentragdes basais. Ja nos animais que ingeriram a dieta hiperlipidica,
somente a partir da concentragdo 10 nM de noradrenalina, tivemos aumento significativo da
captagdo de glicose em relacdo aos valores basais. Por sua vez, quando realizamos a
comparacao entre os grupos controle e dieta hiperlipidica, verificamos que a captacao de
glicose pelos adipocitos isolados dos animais que fizeram ingesta da ragdo hiperlipidica, foi
significativamente menor para as concentragdes de 0,1 e 1000 nM. Conforme descrito
anteriormente, existem varias enzimas intracelulares que estdo envolvidas na captacdo de
glicose por meio do adrenoceptor a; e influenciam outras vias intracelulares como a via da
PI3-K, que ¢ estimulada pela insulina. Apesar de ndo determinado neste estudo, € possivel que
a estimulagdo dos adrenoceptores o realize o cross-talking com esta via, o que interfere na
captacdo de glicose. Considerando esta hipdtese, bem como os achados descritos previamente
para captacdo estimulada pela insulina, podemos inferir que esta reducdo significativa na
captacdo de glicose estimulada pela noradrenalina, pelos adipdcitos dos animais que fizeram

ingesta da dieta hiperlipidica, esteja realizada com este mecanismo de cross-talking.

A captagdo de glicose pelos adipocitos isolados dos ratos submetidos as sessdes de
choques nas patas foi significativamente maior que os valores basais a partir da concentrago
de 1 nM. Entretanto, quando realizada a comparagdo com os animais controle, a capta¢do de
glicose para os animais estressados foi significativamente maior desde a concentragdo 10 nM
(C: 10nM =34,46 + 2,76 vs. CH = 56,99 + 3,25 %; C: 100 nM = 41,67 + 4,59 vs. CH = 62,56
+ 5,78 %; C: 1000 nM = 49,57 + 4,23 vs. CH = 79,54 + 2,90 % de aumento de captacdo de 2-
DG em relacdo ao basal, p<0,05) e, comparado aos animais que fizeram ingesta da dieta
hiperlipidica, o aumento foi significativo a partir da concentragdo 1 nM (D: 1 nM = 19,78 +
2,25 vs. CH = 29,66 + 3,38 %; D: 10 nM = 25,49 + 3,33 vs. CH = 56,99 + 3,25 %; D: 100 nM
=33,69 + 4,05 vs. CH= 62,56 + 5,78 %; D: 1000 nM = 29,45 + 3,89 vs. CH =79,54 + 2,90 %
de aumento de captagdo de 2-DG em relacdo ao basal, p<0,05). Este comportamento foi
diferente do observado em relacdo a captagdo de glicose estimulada pela insulina, em que
verificamos redugdo significativa, comparado ao controle, para a concentragdo de 500
pU/mL. Alguns estudos na literatura demonstraram que a populacdo de adrenoceptores, tanto
o quanto B, estdo elevadas em animais estressados, existindo associacdo com a quantidade de
corticosterona (SPADARI & DEMORAES, 1988 FLUGGE, 1999; MYSLIVECEK et al.,
2003). O estudo de Verago et al. (2001) verificou que estes animais submetidos a estresse por

choque nas patas apresentava elevacdo de 50% na concentragdo de corticosterona, quando
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comparado ao grupo controle. Possivelmente este aumento da concentragdo de corticosterona
esta promovendo elevacdo na populacdo destes adrenoceptores, o que fez com que esta
captagdo de glicose, estimulada pela noradrenalina, esteja elevada nestes animais submetidos

a estresse por choque nas patas.

Existem informagdes na literatura que demonstram a participa¢do dos adrenoceptores
B na captacdo de glicose de adipocitos isolados, sendo que a intensidade deste transporte ¢
dependente da concentracdo dos agonistas [. Altas concentragdes destes agonistas

promoveriam reducdo na captagdo de glicose, enquanto que baixas concentragodes

estimulariam a captacdo (KASHIWAGI & FOLEY, 1982; LANDSBERG & YOUNG, 1992).

O mecanismo de ag¢do dos adrenoceptores varia para cada subtipo. Todos os subtipos
B atuam estimulando a adenilil ciclase, uma enzima que promove a quebra do ATP (adenosina
trifosfato) aumentando a concentragdo de AMPc (adenosina monofosfato ciclico). A
quantidade de AMPc formado estaria relacionada com o efeito de estimular ou inibir a

captacdo de glicose (KASHIWAGI & FOLEY, 1982).

Neste estudo, realizamos a analise da captacdo de glicose na presenga do agonista 3
ndo seletivo, isoprenalina. Foi utilizada somente a concentragdo de 1000 nM, para verificar o
que ocorria na captacdo. No caso dos animais que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica,
observamos que a captacao de glicose foi cerca de 20% maior, quando comparado aos valores
basais, entretanto, este aumento ndo apresentou significancia estatistica. Por outro lado, esta
mesma concentracdo foi significativamente maior para os grupos controle e estresse, quando
comparado aos valores basais. A comparagao entre estes grupos nao apresentou diferengas
estatisticas, porém, ambos foram significativamente maiores que os animais que fizeram

ingesta da dieta hiperlipidica.

Existem relatos de uma correlagdo inversa entre a concentracdo de AMPc e a captagdo
de glicose (TAYLOR & HALPERIN, 1979). Estudos na literatura ja mostraram que a
expressdo dos adrenoceptores § pode estar alterada em animais que fizeram ingesta de dieta
hiperlipidica. A expressdo e atividade dos adrenoceptores [(; de adipocitos esta
significativamente reduzida em camundongos tratados com dieta hiperlipidica (COLLINS et
al., 1997; SURWIT et al., 2000). Thackeray e colaboradores (2011) constataram redugao na
afinidade do [(3)H]CGP12177, um antagonista ndo seletivo de adrenoceptor [, na

musculatura cardiaca de ratos da linhagem Sprague-Dawley, sendo esta reducdo atribuida a
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ingesta da dieta hiperlipidica. Com base nestas informag¢des, um dos provaveis motivos para
reducdo na captacdo de glicose dos animais que fizeram ingesta da ragdo hiperlipidica,
quando comparada aos grupos controle e choque pode estar relacionado com a redug@o na
populacdo de adrenoceptores 3, o que diminui a a¢do da isoprenalina. Por outro lado, os dados
dos ratos que fizeram ingesta da dieta padrdo estdo de acordo com trabalhos da literatura, em
que observamos aumento da captacdo de glicose estimulada pelos adrenoceptores 33, tanto no
tecido muscular, quanto no tecido adiposo branco e marrom (ABE et al., 1993; LIU &

STOCK, 1995; NIKAMI et al., 1996; DeSOUZA et al., 1997).

Outra possivel explicacdo para esta redugdo na captacdo de glicose, estimulada pela
isoprenalina, para os animais que ingeriram a dieta hiperlipidica, pode estar ligada a outras
vias intracelulares. Uma pequena elevagao na quantidade de AMP promove aumento direto da
acdo de uma enzima denominada AMPK (WINDER & HARDIE, 1999). Existem estudos
mostrando que esta enzima estd envolvida com a captacao de glicose no tecido muscular, por
meio de dois mecanismos, um que envolve diretamente a translocacdo do GLUT-4 e outro
que aumenta a sensibilidade a insulina (ZOU et al., 2004; SCHIMMACK; DeFRONZO;
MUSI, 2006). Conforme relatos descritos anteriormente, sabemos que a transloca¢do do
GLUT-4 em animais hiperlipidémicos estd reduzida o que podemos inferir para os animais
utilizados neste estudo, visto a reducdo na sensibilidade a insulina que foi observada, para esta
resposta. Entretanto, estudos funcionais com adipécitos isolados de ratos hiperlipidémicos
ingerindo a dieta por seis semanas ndo apresentaram alteragdo na resposta anti-lipolitica da
insulina (WOLF-NUNES, 2004). A acdo da isoprenalina estimulando os adrenoceptores f3
pode ter promovido a formagdo de maior quantidade de AMP e conseqiientemente AMPK,
entretanto, este aumento ndo conseguiu induzir o deslocamento deste transportador para

membrana plasmatica a fim de realizar a captacdo de glicose.

O comportamento desta captagdo de glicose para os animais submetidos as sessoes de
choques nas patas ¢ semelhante ao observado no grupo controle, com estimulagdo
significativa em relacdo aos valores basais. O estudo de Nevzorova et al. (2006) demonstrou
que a estimulacdo dos adrenoceptores 3, pode aumentar a captacdo de glicose em células
musculares L6, via AMPc e PI3K. Ja foi demonstrado que o modelo de estresse por choque
nas patas promove aumento da populagdo de adrenoceptores B, em adipocitos epididimais

(FARIAS-SILVA et al., 2004). Desta forma, podemos sugerir que este aumento na captagao
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de glicose dos animais submetidos a estresse por choque nas patas, pode ter relacdo com a

elevacao na populagao de adrenoceptores 3, do tecido adiposo epididimal.

Com base nestas informagdes, devemos considerar que a captagdo de glicose ¢ um
processo que envolve diversas vias intracelulares e mecanismos de cross-talking. Os
diferentes resultados observados para cada um dos grupos e cada uma das substancias
testadas, demonstram a complexidade de interagdo destas vias e da necessidade de estudo
aprofundado com cada um destes modelos, visto que diferentes possibilidades podem ser
responsaveis pelos resultados verificados na captacao de glicose pelos adipocitos isolados do
tecido adiposo epididimal de cada grupo experimental, exigindo desta forma estudos

complementares com analises distintas para melhor precisdo no entendimento das alteracoes.
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Producdo de lactato pelos adipocitos isolados

A anélise dos resultados para liberagdo de lactato foi feita da seguinte maneira:
Primeiramente, foi verificada a quantidade liberada deste marcador metabdlico em cada um
dos tratamentos realizados, descritos na metodologia, para cada um dos grupos isoladamente.
Em seguida, foi feita a comparacdo entre os ratos que fizeram ingesta da dieta padrdo ou
hiperlipidica. Como foram realizados diversos experimento, em varios dias, € com curvas
distintas, os valores basais dos grupos controle podem ser diferentes quando duas tabelas sao
analisadas, entretanto, estes valores ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
entre si. A média de liberacdo basal de lactato dos animais controle, considerando todos os
experimentos, foi de 0,1961 + 0,01 umol/ 10° células.60 min. e para os ratos que fizeram
ingesta da dieta hiperlipidica ao longo de quatro semanas, a média dos valores basais foi de

0,2167 + 0,01 ;,Lmol/IO6 células.60 min.

A liberacao de lactato estimulada pela noradrenalina para os ratos do grupo controle ¢
mostrada na figura 11. A produgéo de lactato foi significativamente maior nas concentragdes
de 10 e 100 nM comparado ao valor basal de lactato que foi liberado (BLC = Liberacdo basal
de lactato ratos controle) (BLC = 0,1980 + 0,02 vs. 10 nM = 0,5648 + 0,12; 100 nM = 0,5738
+ 0,08 umol/ 10%células.60min, p<0,05). Esta mesma condi¢do se repetiu no caso dos ratos
que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica. Encontramos diferenga significativa na liberacao de
lactato comparado ao valor basal produzido (BLD = Liberacao basal de lactato dos ratos que
ingeriram dieta hiperlipidica) para as mesmas concentragdes de 10 e 100 nM (BLD = 0,2542
+ 0,03 vs. 10 nM = 0,5076 + 0,09; 100 nM = 0,4338 + 0,07 pmol/10°células.60min, p<0,05)
(Figura 11). Quando realizamos a comparacdo entre os ratos que fizeram ingesta da dieta
padrio ou hiperlipidica para a liberagdo de lactato estimulada pela noradrenalina,
encontramos diferencas estatisticas significativas somente para a concentragdo de 1 nM, onde
observamos que os ratos do grupo dieta produziram quantidade, significativamente menor, de
lactato (Controle = 0,4011 + 0,05 vs. Dieta = 0,2352 + 0,05 pwmol/ 10%células.60min, p<0,05)
(Figura 11).
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Figura 11. Liberacdo de lactato basal e estimulada (umol/10° células.60 min.) por diferentes
concentragdes de noradrenalina para adipocitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos
que fizeram ingesta da dieta padrdo (n=4-6) ou hiperlipidica (n=4-9) por quatro semanas. Os
valores representam a média + EPM de experimentos distintos, realizados em triplicata. A
analise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de Student, considerando as diferencas

significativas para p < 0,05. ) p < 0,05 em relagdo ao valor basal do respectivo grupo; * p <

0,05 controle vs. dieta para mesma concentragao.
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Os adipocitos isolados também foram incubados com diferentes concentragdes do
agonista [3, isoprenalina. Para os ratos que fizeram ingesta da dieta padrao, na presenga deste
agonista, tivemos liberacdo de lactato significativamente maior para as concentragodes de 0,1,
1, 10, 100 e 1000 nM, quando comparado ao valor basal (BLC = 0,1980 + 0,02 vs. 0,1 nM =
0,4723 + 0,09; 1 nM = 0,4440 + 0,06; 10 nM = 0,5463 + 0,08; 100 nM = 0,5852 + 0,10; 1000
nM = 0,7814 + 0,11 umol/ 10°células.60min, p<0,05) (Figura 12). Estes resultados também
foram observados para os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica ao longo de quatro
semanas. As mesmas concentracdes de isoprenalina foram significativamente diferentes do
valor basal (BLD = 0,2542 + 0,03 vs. 0,1 nM = 0,3974 + 0,05; 1 nM = 0,5247 + 0,07; 10 nM
=0,4511 +0,06; 100 nM = 0,5391 + 0,08; 1000 nM = 0.5762 + 0,07 pmol/10°células.60min,
p<0,05) (Figura 12).

A comparagdo da liberagdo de lactato, estimulada por diferentes concentragdes de
isoprenalina, entre os ratos que fizeram ingesta da dieta padrdo ou hiperlipidica foi
significativamente diferente para a concentragdo de 1000 nM, onde observamos que os ratos
do grupo dieta produziram quantidade significativamente menor de lactato (Controle = 0,7814

+0,11 vs. Dieta=0.5762 + 0,07 pmol/10°células.60min, p<0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Liberacdo de lactato basal e estimulada (umol/ 10° células.60 min.) por diferentes
concentragdes de isoprenalina para adipocitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos
que fizeram ingesta da dieta padrdo (n=4-6) ou hiperlipidica (n=4-8) por quatro semanas. Os
valores representam a média £ EPM de experimentos distintos, realizados em triplicata. A
analise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de Student, considerando as diferengas

significativas para p < 0,05. " p < 0,05 em relagio ao valor basal do respectivo grupo; * p <

0,05 controle vs. dieta para mesma concentragao.
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Quando foi realizada a incubag@o de noradrenalina juntamente com isoprenalina (1000
nM) tivemos uma liberacdo de lactato significativa nas concentragdes de 0,01 a 1000 nM,
para os ratos que fizeram ingesta da dieta padrio, comparado ao seu valor basal (BLC =
0,2100 £+ 0,02 vs. 0,01 nM = 0,3554 + 0,03; 0,1 nM = 0,5545 + 0,07; 1 nM = 0,7520 + 0,04;
10 nM = 0,7850 + 0,12; 100 nM = 0,6634 + 0,05; 1000 nM = 0,6723 + 0,05
pmol/10%células.60min, p<0,05) (Figura 13). Para os ratos que fizeram ingesta da dieta
hiperlipidica, esta mesma condi¢ao, apresentou diferencas significativas para as concentragoes
de 0,1 a 1000 nM (BLD = 0,2017 £+ 0,02 vs. 0,1 nM = 0,3659 + 0,04; 1 nM = 0,4509 + 0,04;
10 nM = 0,5541 + 0,04; 100 nM = 0,5940 + 0,06; 1000 nM = 0,4887 + 0,04
pmol/10°células.60min, p<0,05) (Figura 13). A fim de verificar se existia um efeito somatorio
da presenca de noradrenalina e isoprenalina, comparamos com a liberacdo de lactato,
estimulada pelas diferentes concentragdes de noradrenalina utilizadas. No caso dos ratos que
fizeram ingesta da dieta padrdo, foi verificado diferencas significativas para as concentragdes
de 1 e 1000 nM, sendo que a presenc¢a dos dois agonistas promoveu maior liberacdo do
lactato. Ja para os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica este aumento aconteceu e

foi significativo para as concentracdes de 0,1 e 1 nM.

Quando comparamos os dois grupos, a quantidade de lactato que foi liberada pelos
adipdcitos isolados na presenca de noradrenalina e isoprenalina (1000 nM), foi
significativamente menor para as concentracdes de noradrenalina de 0,1, 1 ¢ 1000 nM no

grupo dieta, comparado aos ratos controle (Figura 13).
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Figura 13. Liberacio de lactato basal e estimulada (umol/10° células.60 min.) por diferentes
concentragdes de noradrenalina juntamente com isoprenalina (1000 nM) para adip6citos
isolados do tecido adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta da dieta padrdo (n=10-16)
ou hiperlipidica (n=10-16) por quatro semanas. Os valores representam a média + EPM de
experimentos distintos, realizados em triplicata. A andlise estatistica dos dados foi realizada
com o teste ¢ de Student, considerando as diferengas significativas para p < 0,05. ) p < 0,05
em relagdo ao valor basal do respectivo grupo; * p < 0,05 controle vs. dieta para mesma

concentracao.
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Os adipocitos isolados do tecido adiposo epididimal também foram incubados com
antagonistas adrenérgicos, como o propanolol e o ICI 118,551. O propanolol ¢ um antagonista
B adrenérgico, enquanto que o ICI 118,551 ¢ um antagonista especifico para o receptor

adrenérgico [3,.

A liberacdo de lactato pelos adipdcitos isolados, na presenca de propanolol (1000 nM),
ndo foi estatisticamente significativa, quando comparamos os dois grupos (Controle = 0,1699
+ 0,02 vs. Dieta = 0,1402 + 0,03 pmol/ 1060é1u1a5.75min), nem quando comparado com os
respectivos valores basais, na auséncia deste antagonista (Figura 14). Também realizamos a
comparagdo da liberacdo de lactato pelos adipocitos, na presenga de propanolol (1000 nM),
juntamente com isoprenalina na mesma concentragdo. Os resultados também ndo foram
diferentes entre os dois grupos (Controle = 0,2870 + 0,05 vs. Dieta = 0,3024 + 0,04
umol/10°células.75min). Da mesma forma que observado para o propanolol isolado, a
presenga da isoprenalina (1000 nM) juntamente com o propanolol (1000 nM) ndo foi

estatisticamente diferente dos valores basais para nenhum dos grupos (Figura 15).

Quando realizamos a incubagdo dos adipdcitos com diferentes concentragdes de
noradrenalina e propanolol (1000 nM), verificamos que para os ratos do grupo controle, a
liberagcdo de lactato foi significativamente maior para as concentra¢des de 0,1, 1, 10 e 100
nM, quando comparados a concentragdo basal (BLC = 0,1801 + 0,03 vs. 0,1 nM = 0,3317 +
0,04; 1 nM = 0,2853 + 0,03; 10 nM = 0,4923 + 0,14; 100 nM = 0,4062 + 0,06;
pmol/10%células.75min, p<0,05) (Figura 16). J4 para os ratos que fizeram ingesta da dieta
hiperlipidica, a unica concentragdo que apresentou valor significativamente maior em
comparagdo ao basal foi a de 100 nM (BLD = 0,1801 + 0,03 vs. 100 nM = 0,4062 + 0,06;
umol/ 10°células.75min, p<0,05) (Figura 16). Também realizamos a comparacdo da
quantidade de lactato liberada pelos adipdcitos na presenca de noradrenalina, juntamente com
o propanolol (1000 nM), e somente a noradrenalina. Considerando os dois grupos, a unica
concentracdo de noradrenalina isolada, que promoveu liberacdo significativamente maior de

lactato, foi a de 1 nM para os ratos que fizeram ingesta da dieta padrao.

A quantidade de lactato que foi liberada pelos adipocitos isolados do tecido adiposo
epididimal, estimulados por diferentes concentragdes de noradrenalina, na presenga de
propanolol (1000 nM), ndo foi estatisticamente diferente para nenhuma das concentragcdes

analisadas, na comparagao entre os grupos (Figura 16).
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Figura 14. Liberacdo basal de lactato na presenga ou auséncia de propanolol (1000 nM) para
adipdcitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta da dieta padrao
(n=6) ou hiperlipidica (4-6) por quatro semanas. Os valores representam a média £ EPM de

experimentos distintos, realizados em triplicata. A andlise estatistica dos dados foi realizada

com o teste ¢ de Student, considerando as diferencas significativas para p < 0,05.
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Figura 15. Liberacdo basal e estimulada de lactato na auséncia ou presenca de isoprenalina
(1000 nM) e propanolol (1000 nM) para adipécitos isolados do tecido adiposo epididimal de
ratos que fizeram ingesta da dieta padrio (n=6-7) ou hiperlipidica (n=4-6) por quatro
semanas. Os valores representam a média £+ EPM de experimentos distintos, realizados em
triplicata. A analise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de Student, considerando

as diferengas significativas para p < 0,05.
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Figura 16. Liberacao de lactato em resposta a diferentes concentracdes de noradrenalina
juntamente com propanolol (1000 nM) de adipocitos isolados do tecido adiposo epididimal de
ratos que fizeram ingesta da dieta padrdo (n=4-7) ou hiperlipidica (n=4-6) por quatro
semanas. Os valores representam a média + EPM de experimentos distintos, realizados em
triplicata. A andlise estatistica dos dados foi realizada com o teste # de Student, considerando

as diferengas significativas para p < 0,05. " p < 0,05 em relagio ao valor basal do respectivo

grupo.
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Na presenca de ICI 118,551 (50 nM), a liberagdo basal de lactato pelos adipocitos
isolados nao foi estatisticamente significativa, quando comparamos os dois grupos (Controle
= 0,2491 + 0,05 vs. Dieta = 0,1461 + 0,03 umol/106células.75min), nem quando foi
comparado com os respectivos valores basais, na auséncia deste antagonista (Figura 17).
Também realizamos a comparagdo da liberacdo de lactato pelos adipocitos, na presenca de
ICI 118,551 (50 nM), juntamente com isoprenalina (1000 nM). Os resultados também nao
foram diferentes entre os dois grupos (Controle = 0,2937 + 0,06 vs. Dieta = 0,2490 + 0,05
pmol/10%células.75min). Como observado para o ICI 118,551 isolado, a presenca da
isoprenalina (1000 nM) juntamente com o ICI 118,551 (50 nM) ndo foi estatisticamente

diferente dos valores basais para nenhum dos grupos. (Figura 18).

A incubagdo dos adipdcitos com diferentes concentragdes de noradrenalina e ICI (50
nM), mostrou que para os ratos do grupo controle, a liberacio de lactato foi
significativamente maior para as concentragdes de 0,01, 0,1, 10, 100 e 1000 nM, quando
comparados a concentragao basal (BLC = 0,2100 + 0,02 vs. 0,01 nM =0,3114 + 0,05; 0,1 nM
=0,3222 4+ 0,07; 10 nM = 0,3352 + 0,05; 100 nM = 0,3646 + 0,04; 1000 nM = 0,3701 + 0,09;
umol/ 10°células.75min, p<0,05) (Figura 19). No caso dos ratos que fizeram ingesta da dieta
hiperlipidica, os valores foram significativamente maiores em compara¢do ao basal para as
concentragdes de 1 a 1000 nM (BLD = 0,1854 + 0,04 vs. 1 nM = 0,3996 + 0,03; 10 nM =
0,3488 + 0,06; 100 nM = 0,3386 + 0,01; 1000 nM = 0,3182 + 0,03; pmol/10°células.75min,
p<0,05) (Figura 19). Também realizamos a comparacdo da quantidade de lactato liberada
pelos adipdcitos na presenga de noradrenalina, juntamente com o ICI 118,551 (50 nM), e
somente a noradrenalina. Nao encontramos diferencas significativas para nenhuma das

concentracdes de ambos 0s grupos.

A quantidade de lactato que foi liberada pelos adipdcitos isolados do tecido adiposo
epididimal, estimulados por diferentes concentracdes de noradrenalina, na presenga de ICI (50
nM), ndo foi estatisticamente diferente para nenhuma das concentracdes analisadas, na

comparagao entre os grupos (Figura 19).
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Figura 17. Liberacdo basal de lactato na presenca ou auséncia de ICI 118,551 (50 nM) para
adipocitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta da dieta padréo
(n=3-10) ou hiperlipidica (n=5-6). Os valores representam a média + EPM de experimentos
distintos, realizados em triplicata. A analise estatistica dos dados foi realizada com o teste 7 de

Student, considerando as diferencgas significativas para p < 0,05.
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Figura 18. Liberacdo basal e estimulada de lactato na auséncia ou presenca de isoprenalina
(1000 nM) e ICI 118,551 (50 nM) para adipdcitos isolados do tecido adiposo epididimal de
ratos que fizeram ingesta da dieta padrao (n=3-10) ou hiperlipidica (n=6-9). Os valores
representam a média + EPM de experimentos distintos, realizados em triplicata. A analise
estatistica dos dados foi realizada com o teste r de Student, considerando as diferencas

significativas para p < 0,05.
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Figura 19. Liberagdo de lactato em resposta a diferentes concentragdes de noradrenalina
juntamente com ICI 118,551 (50 nM) de adipoécitos isolados do tecido adiposo epididimal de
ratos que fizeram ingesta da dieta padrao (n=3-10) ou hiperlipidica (n=3-9). Os valores
representam a média £+ EPM de experimentos distintos, realizados em triplicata. A analise
estatistica dos dados foi realizada com o teste r de Student, considerando as diferengas

significativas para p < 0,05. " p < 0,05 em relagdo ao valor basal do respectivo grupo.
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Apesar de durante muitos anos ter sido considerado um produto sem finalidade,
resultante de reagdes metabolicas, atualmente, sabemos que o lactato é uma fonte importante
de energia, por ser um metabdlico intermediario, precursor da gliconeogénese. Por muito
tempo, o tecido adiposo foi visto somente como um tecido cuja unica fungdo era referente ao
controle da estocagem de energia, entretanto, estudos aprofundados permitiram compreender
outras funcdes deste tecido, que € passou a ser considerado um 6rgao endocrino (GIMENO &
KLAMAN, 2005; FERRIS & CROWTHER, 2011). Dentre outras fungoes, varios
pesquisadores descreveram o tecido adiposo com um sitio importante para produgdo de
lactato (JANSSON; SMITH; LONNROTH, 1990; HAGSTROM-TOFT et al., 1997; QVISTH
et al., 2007). A relagdo entre a concentragdo de lactato e patologias como a obesidade,
hiperglicemia, resisténcia a insulina, vem sendo cada vez mais estudada na tentativa de
entender a participa¢do do lactato nestas condi¢des (FAINTRENIE & GELOEN, 1996). Por
esta razdo, analisamos também neste estudo, a quantidade de lactato produzida pelos

adipocitos isolados dos ratos que fizeram ingesta da dieta padrdo ou hiperlipidica.

A producdo de lactato pelos adipocitos isolados ¢ resultado da captagdo de glicose
pelas células adiposas que convertem aproximadamente 5-10% desta glicose captada em
lactato, no caso de adipocitos pequenos (DiIGIROLAMO; NEWBY; LOVEJOY, 1992;
FAINTRENIE & GELOEN, 1996). Outros estudos mostram que, em adipdcitos maiores, este
valor pode chegar a 30-40% da glicose captada (CRANDALL et al., 1983). Este lactato
produzido ¢ transportado para corrente sanguinea, por meio de transportadores de
monocarboxilato (MCTs), da mesma forma que acontece em outros tipos celulares, como as
presentes nos musculos esqueléticos (HAJDUCH et al., 2000). Na circulagdo, o lactato ¢
direcionado para o tecido hepatico, onde servird como substrato para o processo de

gliconeogénese em situagdes de jejum (BROOKS, 2002; CHAMPE & HARVEY, 2002).

Existem relatos na literatura mostrando que as quantidades de lactato produzidas no
pelos musculos esqueléticos sdo muito pequenas, desta forma, o lactato proveniente do tecido
adiposo teria importante papel como precursor da gliconeogénese (DiGIROLAMO; NEWBY;
HILL, 1989; YKI-JARVINEM; BOGARDUS; FOLEY, 1990).

Considerando esta informagao, poderiamos ter elevacdo da glicemia de acordo com a
quantidade de lactato produzida pelos adipocitos, uma vez que estariam liberando mais deste
substrato na circulacdo, o que ndo observamos. Em nosso estudo identificamos que a captacao

de glicose pelos adipocitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta
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da dieta hiperlipidica ao longo de quatro semanas foi significativamente menor que aqueles
que fizeram ingesta da dieta padrdo em diferentes concentragdes de insulina, noradrenalina e
para concentragdo de 1000 nM de isoprenalina. Como estes adip6citos estdo realizando menor
captagdo de glicose, seria esperado que a producdo de lactato fosse reduzida, comparado aos

ratos controle, o que foi verificado por meio de ensaios funcionais com adipécitos isolados.

A incubagdo de diferentes concentracdes de noradrenalina com estes adipocitos foi
responsavel por aumentar a quantidade de lactato produzida em relagdo a liberagcdo basal,
tanto para o grupo controle, quanto para os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica. Na
comparagdo entre os grupos, verificamos aumento significativo da quantidade de lactato
liberada pelos adipdcitos isolados do tecido adiposo epididimal para concentragdo de 1 nM de
noradrenalina. Para a isoprenalina observamos comportamento semelhante, com liberagdo de
lactato significativamente maior que os valores basais, em algumas concentragdes que foram
utilizadas, além de maior liberagdo de lactato para os ratos que fizeram ingesta da ragdo

padrdo comparado aos que ingeriram a dieta hiperlipidica na concentragdo de 1000 nM.

Antigamente, acreditava-se que a producdo de lactato pelos adipdcitos era mediada
exclusivamente pela insulina que promovia a captacdo de glicose, que entdo seria convertida
em lactato. Entretanto, outros estudos mostraram que os adrenoceptores também estdo
envolvidos neste processo de captagdo de glicose. Os adrenoceptores o; foram descritos como
participantes da captacdo de glicose em adipécitos isolados do tecido adiposo epididimal
(FAINTRENIE & GELOEN, 1998; CHENG et al., 2000). Também ja foi demonstrado que os
adrenoceptores P estdo envolvidos na captacdo de glicose e, consequentemente, também
relacionam-se com a producdo de lactato (KASHIWAGI & FOLEY, 1982; LANDSBERG &
YOUNG, 1992). Os resultados obtidos em nossos ensaios funcionais confirmaram esta
correlacdo direta entre a captagdo de glicose e a quantidade de lactato produzida pelos

adipdcitos isolados.

A noradrenalina € um agonista adrenérgico cuja afinidade é maior pelos
adrenoceptores alfa, comparado aos adrenoceptores beta (ARNSTEN, 2000; ARNSTEN,
2011). Conforme descrito anteriormente, apds a ligagdo da noradrenalina ao adrenoceptor o,
temos um sequéncia de reacdes intracelulares que resultam na liberagdo de calcio e do DAG,
que por sua vez promovem a ativacdo da proteina quinase C (PKC) (ZHONG &
MINNEMAN, 1999). Os lipideos da via da PLC podem servir de substrato para PI3-K, que
desempenha papel fundamental na captacdo de glicose (KELLY et al., 1992). Ja a
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isoprenalina ¢ um agonista beta adrenérgico ndo seletivo, cuja captacdo de glicose ¢ realizada
por variagdes na concentracio de AMPc intracelular, decorrente da quebra do ATP,
estimulada pela adenilil ciclase (CREGE, 2007). Como a noradrenalina e a isoprenalina atuam
por mecanismos distintos, realizamos a incuba¢do combinada destas substancias para verificar
se existia um efeito somatério para liberagdo de lactato. Tanto para os ratos que fizeram
ingesta da dieta padrio quanto da hiperlipidica, em algumas concentragdes este efeito
aconteceu quando, comparado a noradrenalina isolada. Para os ratos controle, as diferengas
foram significativas para as concentragdoes de 1 e 1000 nM, sendo que a presenga dos dois
agonistas promoveu maior liberacdo do lactato. Ja para os ratos que fizeram ingesta da dieta
hiperlipidica este aumento aconteceu e foi significativo para as concentragdes de 0,1 e 1 nM.
Possivelmente, esta maior liberacdo de lactato que foi observada, estd relacionada por uma
acdo mais efetiva destas duas vias por conta da seletividade destes agonistas. Nesta incubacgdo
combinada, continuamos tendo maior producdo significativa de lactato pelos adipdcitos
isolados dos ratos do grupo controle em comparagdo ao grupo que ingeriu a dieta
hiperlipidica, que foi observada para as concentragdes de noradrenalina de 0,1, 1 ¢ 1000 nM.
Estes resultados confirmam que os ratos que fizeram ingesta de dieta hiperlipidica possuem
sensibilidade reduzida para noradrenalina e isoprenalina que ja havia sido observada nos

experimentos de captacdo de glicose e clamp euglic€émico hiperinsulinémico.

Os ensaios funcionais também foram realizados utilizando antagonistas J3
adrenérgicos. A incubagdo foi realizada tanto com o propanolol, antagonista 3 adrenérgico,

quanto com o ICI 118,551, antagonista [3,.

A incubagdo foi realizada com diferentes concentragdes de noradrenalina (0,01 — 1000
nM), na presenca de cada um destes antagonistas, ¢ também com isoprenalina (1000 nM)

juntamente com propanolol (1000 nM) ou ICI 118,551 (50 nM).

Tanto para os ratos do grupo controle, quanto os que fizeram ingesta da dieta
hiperlipidica, o propanolol conseguiu inibir a producao de lactato pelos adipocitos isolados,
estimulada pela isoprenalina (1000 nM). Os valores nao foram significativamente diferentes
quando comparados a liberacdo basal (Controle: Basal — 0,1801 + 0,03 vs. Isoprenalina 1000
nM + Propanolol 1000 nM - 0,2870 + 0,05 umol/lO6 células.75 min.; Dieta: Basal — 0,2253 +
0,03 vs. Isoprenalina 1000 nM + Propanolol 1000 nM — 0,3024 + 0,04 umol/ 10° células.75
min.). O mesmo efeito foi verificado para o ICI 118,551, também para os dois grupos

(Controle: Basal — 0,2100 + 0,02 vs. Isoprenalina 1000 nM + ICI 118,551 50 nM — 0,2937 +
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0,06 umol/ 10° células.75 min.; Dieta: Basal — 0,1854 + 0,04 vs. Isoprenalina 1000 nM + ICI
118,551 50 nM - 0,2490 + 0,05 pmol/10° células.75 min.). A comparagio entre oS grupos

também ndo foi diferente para ambos os tratamentos.

Quando realizamos a incubag@o destes antagonistas com diferentes concentragdes de
noradrenalina, os resultados foram diferentes da incubagdo com a isoprenalina isolada. No
caso dos ratos pertencentes ao grupo controle, a incubagao de noradrenalina com propanolol
(1000 nM) promoveu liberagao significativamente maior de lactato em comparacdo ao basal
para as concentragdoes de 0,1 a 100 nM. Ja para os ratos que fizeram ingesta da dieta
hiperlipidica, esta liberacdo foi significativamente maior, em comparacdo ao basal, somente
para concentracdo de 100 nM. Conforme descrito anteriormente, a liberagdo de lactato pelos

adipdcitos ndo foi significativamente diferente entre os grupos.

No caso da liberagdo de lactato estimulada pelas diferentes concentracdes de
noradrenalina, na presenga de ICI 118,551 (50 nM), tivemos diferencas significativas para os
ratos do grupo controle em todas as concentragdes de noradrenalina, exceto para concentragdo
de 1 nM comparado aos valores basais. Para os adipocitos isolados do tecido adiposo de ratos
que ingeriam a dieta hiperlipidica, a liberagdo de lactato foi significativamente maior em
relacdo aos valores basais para as concentragdes de 1 a 1000 nM. Assim como aconteceu para
os adipocitos incubados com noradrenalina e propanolol, também ndo encontramos diferencas

significativas para liberagdo de lactato entre os grupos.

Os resultados encontrados mais uma vez ajudam a entender o processo de captagdo de
glicose estimulada pelos adrenoceptores. A incubacdo dos antagonistas com a isoprenalina
(1000 nM) consegui inibir a producdo de lactato, quando comparada aos valores basais. Por
outro lado, na presenca da noradrenalina, observamos liberagdo significativa de lactato, em
relagdo aos valores basais, tanto para na presenca de propanolol, quanto para o ICI 118,551.
Conforme descrito previamente, a noradrenalina ¢ uma catecolamina que possui maior
afinidade pelo adrenoceptor o (ARNSTEN, 2000; ARNSTEN, 2011). Como os dois
antagonistas sdao especificos para adrenoceptores [3, a noradrenalina consegue estimular a
liberag¢do do lactato via adrenoceptor a, pelo mecanismo da PKC e desta forma realizar uma
produgdo de lactato que € significativamente maior que os valores basais, mesmo na presenca

dos antagonistas.
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Producdo de glicerol pelos adipdcitos isolados

Além da analise da producdo de lactato pelos adipdcitos isolados do tecido adiposo
epididimal, também realizamos a determinacdo da quantidade de glicerol que foi liberada no
meio de incubagdo. A apresentacdo dos resultados sera realizada da mesma forma que
descrevemos anteriormente para producao de lactato. Inicialmente, mostraremos os resultados
da quantidade de glicerol liberada em cada um dos tratamentos realizados, descritos na
metodologia, para cada grupo isoladamente. Em seguida, foi feita a comparacdo entre os

animais que fizeram ingesta da dieta padrao ou hiperlipidica.

A quantidade basal de glicerol produzida pelos adipocitos ndo foi diferente entre os
grupos (BGC = liberagdo basal de glicerol dos animais controle — 0,3611 + 0,04 vs. BGD =
liberacdo basal de glicerol dos animais que ingeriram dieta hiperlipidica — 0,4426 + 0,01

pmol/10°células.60min).

A liberacdo de glicerol, estimulada pela noradrenalina, para os animais do grupo
controle ¢ mostrada na Figura 20. A producdo de glicerol foi significativamente maior nas
concentragdes de 0,01, 0,1, 10, 100 e 1000 nM comparado ao valor basal de glicerol que foi
liberado (BGC = 0,3611 £+ 0,04 vs. 0,01 nM = 0,5800 + 0,05; 0,1 nM = 0,6071 + 0,05; 10 nM
=0,5960 + 0,07; 100 nM = 0,6147 + 0,16; 1000 nM = 0,9079 + 0,04 pmol/10°células.60min,
p<0,05). Para os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica ao longo de quatro semanas,
encontramos diferengas significativas na liberagdo de glicerol, comparado ao valor basal
produzido, para as concentragdes 0,01, 100 ¢ 1000 nM (BGD = 0,4426 + 0,01 vs. 0,01 nM =
0,5375 + 0,03; 100 nM = 0,6925 + 0,06; 1000 nM = 1,0474 + 0,11 pmol/10°células.60min,
p<0,05) (Figura 20). Quando realizamos a compara¢do entre os ratos que fizeram ingesta da
dieta padrdo ou hiperlipidica para a liberagdo de glicerol estimulada pela noradrenalina, ndo

encontramos diferencas estatisticas significativas entre os grupos (Figura 20).
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Figura 20. Liberacdo de glicerol em resposta a diferentes concentracdes de noradrenalina
para adipdcitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta da dieta
padrao (n=3-7) ou hiperlipidica (n=3-5) por quatro semanas. Os valores representam a média
+ EPM de experimentos distintos realizados em triplicata. A analise estatistica dos dados foi
realizada com o teste ¢ de Student, considerando as diferengas significativas para p < 0,05. ’ p

< 0,05 em relag@o ao valor basal do respectivo grupo.
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A determinagdo da quantidade de glicerol liberada também foi analisada na presenga
de diferentes concentracdes de isoprenalina. Para os ratos que fizeram ingesta da dieta padrao,
na presenca deste agonista, tivemos liberagdo de glicerol significativamente maior para as
concentragdes de 0,01, 10, 100 e 1000 nM, quando comparado ao valor basal (BGC = 0,3611
+ 0,04 vs. 0,01 nM = 0,5788 + 0,07; 10 nM = 0,8332 + 0,04; 100 nM = 0,8857 + 0,07; 1000
nM = 0,8046 + 0,06 umol/ 10%células.60min, p<0,05) (Figura 20). Por outro lado, para os
ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica ao longo de quatro semanas, a estimulag¢do da
isoprenalina induziu liberacdo de glicerol significativa, comparado ao valor basal, somente
para concentracdo de 100 nM (BGD = 0,4426 + 0,01 vs. 10 nM = 0,6123 + 0,06
pmol/10°células.60min, p<0,05) (Figura 20).

Diferente do que observamos quando incubamos os adipdcitos com a noradrenalina,
no caso da isoprenalina observamos diferencas significativas na comparagdo entre os grupos.
A liberagao de glicerol, estimulada por diferentes concentragdes de isoprenalina, foi
significativamente diferente para as concentragdoes de 100 e 1000 nM, onde observamos que
os ratos do grupo dieta produziram quantidade de glicerol significativamente menor (100 nM;
Controle = 0,8857 + 0,07 vs. Dieta = 0.6123 + 0,06; 1000 nM; Controle = 0,8046 + 0,06 vs.
Dieta = 0.6287 + 0,06; umol/10°células.60min, p<0,05) (Figura 21).
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Figura 21. Liberacdo de glicerol em resposta a isoprenalina de adipocitos isolados do tecido
adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta da dieta padrdo (n=3-7) ou hiperlipidica
(n=3-7) por quatro semanas. Os valores representam a média + EPM de experimentos
distintos, realizados em triplicata. A analise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de
Student, considerando as diferengas significativas para p < 0,05. " p < 0,05 em relagdo ao

valor basal do respectivo grupo; * p < 0,05 controle vs. dieta para mesma concentragio.
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Além da incubagao destes agonistas isoladamente, também realizamos a incubagio de
diferentes concentragdes de noradrenalina juntamente com isoprenalina (1000 nM).
Observamos liberagao de glicerol significativamente maior para todas as concentragcdes de
noradrenalina que foram utilizadas (0,01 a 1000 nM), para os ratos que fizeram ingesta da
dieta padrao, comparado ao seu valor basal (BGC = 0,3611 + 0,04 vs. 0,01 nM = 0,8691 +
0,08; 0,1 nM = 0,7401 + 0,08; 1 nM = 0,8014 + 0,04; 10 nM = 0,8029 + 0,04; 100 nM =
0,7717 + 0,04; 1000 nM = 0,8106 + 0,06 pmol/10°células.60min, p<0,05) (Figura 22). J4 nos
ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica durante quatro semanas, a mesma condi¢ao,
apresentou diferengas significativas em relagdo ao basal, somente para as concentragoes de 1
a 100 nM (BGD = 0,4426 + 0,01 vs.1 nM = 0,7438+ 0,08; 10 nM = 0,8875 + 0,11 100 nM =
0,8439 + 0,04; umol/10°células.60min, p<0,05) (Figura 22). Também verificamos se existia
um efeito somatoério da presenca de noradrenalina e isoprenalina para liberagdo de glicerol.
Comparamos esta liberacdo estimulada pelas diferentes concentragdes de noradrenalina
juntamente com a isoprenalina (1000 nM), com as concentra¢des isoladas de noradrenalina.
No caso dos animais que fizeram ingesta da dieta padrdo, foi verificado diferencas
significativas para as concentracdes de 0,01, 1 ¢ 10 nM, sendo que a presenca dos dois
agonistas promoveu maior liberacdo do glicerol. Ja para os animais que fizeram ingesta da
dieta hiperlipidica este aumento aconteceu e foi significativo somente para a concentragao 10

nM.

Quando comparamos os dois grupos, a quantidade de glicerol que foi liberada pelos
adipocitos isolados, na presenga de noradrenalina e isoprenalina (1000 nM), ndo foi
significativamente diferente para nenhuma das concentragdes de noradrenalina utilizadas

(Figura 22).
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Figura 22. Liberagdo de glicerol em resposta a diferentes concentragdes

de noradrenalina

juntamente com isoprenalina (1000 nM) de adipdcitos isolados do tecido adiposo epididimal

de ratos que fizeram ingesta da dieta padrdo (n=5-7) ou hiperlipidica (n=3-6) por quatro

semanas. Os valores representam a média £+ EPM de experimentos distintos, realizados em

triplicata. A analise estatistica dos dados foi realizada com o teste ¢ de Student, considerando

as diferencas significativas para p < 0,05. " p < 0,05 em relagdo ao valor basal do respectivo

grupo.
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A reserva de gordura do tecido adiposo branco é a principal fonte energética dos
mamiferos. Quando temos aumento da necessidade energética do organismo, através da
hidrolise, os estoques de triacilglicerois sdo mobilizados resultando em acidos graxos livres e
glicerol (LASS et al., 2011). Em nosso estudo, analisamos a fun¢@o lipolitica por meio da
determinagdo da concentracdo de glicerol liberada no meio de incubacdo. Esta produgao de
glicerol ¢ determinada por varios fatores, como o tamanho do adipoécitos (LAURENCIKIENE
et al., 2011), género (LEY et al., 1992; LLADO et al., 2002) e regido do tecido adiposo
(LAFONTAN & BERLAN, 2003; KOUTSARI et al., 2011)

Além disso, uma gama muito extensa de efetores lipoliticos e antilipoliticos esta
relacionada com o controle dos estoques de lipideos em diferentes tecidos (HOLM, 2003;
LANGIN, 2006. Entre estes efetores temos a participagdo de hormoénios, citocinas e

adiponectinas (ZECHNER et al., 2009).

No caso do tecido adiposo, a lipolise ¢ regulada principalmente pelas catecolaminas,
cuja atuacdo ¢ mediada via adrenoceptores beta (LAFONTAN & BERLAN, 1993). Desta
forma, realizamos a incubagdo dos adipdcitos isolados com a noradrenalina. Nossos
resultados demonstraram que a liberagdo de glicerol foi significativamente maior que os
valores basais tanto no grupo controle, quanto nos animais tratados com a dieta hiperlipidica.
Conforme descrito anteriormente, o mecanismo de funcionamento dos adrenoceptores
depende de cada tipo que estd sendo estimulado. Para realizar a lipolise, a interacdo dos
adrenoceptores beta com a adenilil ciclase ¢ realizada via proteina G estimulatoria (Gys)
(GILMAN, 1987). A ativagdo da proteina G vai promover o aumento da sintese intracelular
de AMPc, que por sua vez, ativa a proteina quinase A (PKA). Quando a proteina quinase A
encontra-se ativa, temos a fosforilacdo da lipase-hormonio-sensivel (HSL) e das perilipinas
(JOHNSON; JANNE; BERNARD, 2000; HOLM, 2003), que realizam a hidrolise dos
triacilglicerdis em acidos graxos e glicerol (CLIFFORD et al., 2000).

A ativagdo desta via foi comprovada em nossos experimentos, ja que o estimulo da
noradrenalina conseguiu promover a lipdlise, via adrenoceptores beta, quando comparado aos
valores basais. Estes resultados estdo de acordo com outros resultados da literatura e estudos
prévios realizados em nosso laboratério, que mostraram maior liberagdo de glicerol,
estimulada pelas catecolaminas, tanto para os animais que fizeram ingesta da dieta padrao,
quanto da dieta hiperlipidica, quando comparada aos valores basais (SUSINI; LAVAU;
HERZOG, 1979; TEPPERMAN; DEWITT; TEPPERMAN, 1986; WOLF-NUNES, 2004). A
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comparagdo da liberagdo de glicerol, estimulada por diferentes concentracdes de
noradrenalina, ndo foi diferente entre os dois grupos analisados. Este resultado ¢ diferente de
outros trabalhos encontrados na literatura assim como foi observado no trabalho de Wolf-
Nunes (2004) que desenvolveu sua pesquisa em nosso laboratorio. Wolf-Nunes (2004)
verificou que os animais que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica ao longo de seis semanas
possuiram menor liberagdo de glicerol, quando comparada a resposta dos adipdcitos isolados
do grupo controle. De acordo com a autora, uma possibilidade para isto seria o aumento
atividade da lipoproteina lipase (LPL), cuja funcdo ¢ realizar a hidrolise de triacilglicerdis em
acidos graxos, que serdo captados pelos adipocitos e formardo novos triacilglicerdis, que

entdo sdo armazenados.

Neste mesmo estudo, foi verificado que a quantidade de gordura acumulada nos
paniculos adiposos epididimais foi significativamente maior nos ratos que ingeriram a dieta
hiperlipidica, comparado aos que ingeriram a dieta padrdo, o que ajudaria sustentar esta
hipotese. Entretanto, estudos recentes, ainda ndo publicados pelo nosso laboratorio, ndo
demonstram elevagdo nas quantidades de LPL dos adipdcitos de animais que ingeriam dieta
hiperlipidica ao longo de quatro semanas, portanto, ¢ de fundamental relevancia analisar o
tempo de exposicdo ao ambiente hiperlipidico para avaliar as alteragdes. Ou seja, com apenas
duas semanas a mais de ingesta da dieta hiperlipidica, outras alteracdes podem ser

evidenciadas.

Outro fator que poderia estar envolvido neste processo € a adenosina, que ¢ uma
molécula aparentemente produzida por todos os tecidos do organismo (VERNON; FINLEY;
WATT, 1990). No tecido adiposo, os efeitos da adenosina foram demonstrados por Dole
(1961), que atribuiu a esta substancia um importante efeito antilipolitico. A adenosina
consegue reduzir a formacdo de AMPc e, consequentemente, reduz a lipolise (OHISALO;
RANTA; HUHTANIEMI, 1984). Considerando esta hipotese, seria necessario investigar se
existe algum aumento na quantidade intracelular da adenosina ou temos alteracdo na
expressdo dos receptores para os ratos que realizaram ingesta da dieta hiperlipidica, levando
em conta sempre, o tempo de exposicdo a dieta. A quantidade de AMPc formada também ¢
apontada como sendo um dos fatores determinantes da produgdo de glicerol. No estudo de
Tepperman, Dewitt e Tepperman (1986), discute-se a possibilidade dos adipdcitos de ratos
que ingeriram dieta hiperlipidica formarem quantidades reduzidas de AMPc e, por isso,
estariam produzindo menos glicerol que os animais controle, sendo esta hipotese para os ratos

hiperlipidémicos que apresentaram reducdo na lip6lise basal, bem como aumento significativo
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no peso dos paniculos epididimais, apds serem submetidos a dieta hiperlipidica ao longo de

sels semanas.

Quando realizamos a incubacdo dos adipocitos com diferentes concentracdes de
isoprenalina, também observamos liberacdo de glicerol significativa, comparado aos valores
basais. A isoprenalina atua via adrenoceptores beta, de forma nao seletiva, atuando em B, B>
e Ps e ativando o mecanismo descrito acima para realizar a lipolise. Diferente da
noradrenalina, que também possui afinidade pelos adrenoceptores alfa, a isoprenalina ¢
seletiva para os adrenoceptores beta, desta forma, a maior producao de glicerol, estimulada
por esta substancia seria esperada e foi confirmada para os dois grupos. Um fato interessante,
¢ que para este agonista, observamos diferengas significativas entre os grupos, sendo que os
adipocitos isolados de ratos do grupo submetido a dieta ao longo de quatro semanas
apresentaram liberagdo de glicerol significativamente menor quando comparado aos do grupo
controle. Estes resultados mostram comportamento similar aos obtidos em outros trabalhos ja
citados (SUSINI; LAVAU; HERZOG, 1979; TEPPERMAN; DEWITT; TEPPERMAN,
1986; WOLF-NUNES, 2004). Conforme informado anteriormente, algumas hipoteses podem
estar relacionadas com esta liberacdo de glicerol aumentada para os animais do grupo
controle, como a via da adenosina e quantidade de AMPc formada uma vez que neste grupo a

quantificag@o da expressdo da LPL foi realizada e ndo houve diferenca significativa.

A incubagdo combinada de diferentes concentracdes de noradrenalina com
isoprenalina (1000 nM) também promoveu estimulacdo significativa nas quantidades de
glicerol produzidas pelos adip6citos em relacdo aos valores basais. Este fato foi observado
tanto para o grupo controle, quanto para os animais que ingeriram dieta hiperlipidica. Assim
como ocorreu para noradrenalina isolada, a incubacdo combinada destas substancias ndo foi
diferente, na comparagdo entre os dois grupos. A producdo de glicerol nesta incubagdo
combinada foi significativamente maior, quando comparada a algumas concentracdes de
noradrenalina isolada tanto no caso dos animais pertencentes ao grupo controle, quanto para o
grupo que ingeriu a dieta hiperlipidica. O resultado chama a ateng¢do principalmente se
considerarmos que a noradrenalina possui afinidade elevada pelos adrenoceptores alfa, como

0 o, cujo efeito € antilipolitico.

Ao contrario do que acontece com a maior parte dos adrenoceptores [, os
adrenoceptores o, estdo acoplados com uma proteina G inibitdria (G;), que inibe a ag¢ao da

adenilil ciclase, promovendo diminuicdo da ativagdo da PKA, a consequéncia deste processo
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¢ a reducdo da atividade lipolitica (GALITZKY et al., 1993, LANGIN; HOLM; LAFONTAN,
1996). Se este efeito tivesse acontecido de forma expressiva, a resultante do processo
estimulo/inibi¢do da lipolise poderia gerar menor produgdo de glicerol pelos adipocitos
isolados. Entretanto, nossos resultados mostraram que o estimulo dos adrenoceptores 3 ¢
predominante, resultando em liberagdo significativa de glicerol, comparado a noradrenalina
isolada, que foi observada para algumas concentragdes. O estimulo concomitante destes
agonistas adrenérgicos fez com que as diferencas entre os grupos, verificadas para algumas
concentragdes isoladas de isoprenalina, ndo acontecesse, assim como ocorreu na incubagdo
com a noradrenalina isolada. Este resultado pode sugerir que a presenga da noradrenalina,
ligando também aos adrenoceptores alfa, esteja de alguma forma modificando a quantidade de

glicerol produzida e fazendo as diferencas entre os grupos deixarem de existir.
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Morfometria dos adipdcitos epididimais

Em nosso estudo analisamos a morfometria dos adipocitos isolados do tecido adiposo
epididimal para os animais que ingeriram a dieta padréo ou a dieta hiperlipidica. Foi realizada
a determinagdo da area e do diametro dos adipocitos isolados. Para as duas analises ndo
encontramos diferencas significativas entre os grupos (Area: Controle = 4774,38 + 312,26 vs.
Dieta = 4867,99 + 186,35 umz; Diametro: Controle = 76,13 + 2,35 vs. Dieta = 76,09 + 1,51
pm). Os resultados estdo apresentados na figura 23. Estes dados estdo de acordo com
resultados ndo publicados de nosso laboratorio, onde nenhuma diferenca foi identificada neste

depdsito de gordura analisado nos ratos que ingeriram dieta hiperlipidica por quatro semanas.

A funcdo metabdlica primaria do tecido adiposo ¢ realizar o estoque do excesso de
energia na forma de triacilglicerdis. Esta energia ¢ derivada principalmente de lipideos
circulantes, que sdo captados pelos adipocitos via LPL (LANGOUCHE et al., 2010). Uma
menor parte do estoque de triacilglicer6is nos adipocitos ¢ proveniente de carboidratos

circulantes que sofrem lipogénese (MARIN et al., 1992).

As alteracdes nos tamanhos dos adipdcitos sdo decorrentes da resultante entre a
lipogénese e a lipdlise, que sdo os processos tipicos destas células. A variacdo na intensidade
das vias lipoliticas e lipogénicas esta relacionada com a necessidade de incorporacdo ou
liberagdo de lipideos que dependem de outros fatores como o estado nutricional do individuo,
do seu gasto energético e da influéncia hormonal (QUEIROZ et al., 2009). O aumento no
tamanho dos adipdcitos faz com que em determinado momento tenhamos esgotamento da
capacidade de estocagem de gordura, tornando-os mais lipoliticos, o que promoveria elevacao
nas concentragdes plasmaticas de acidos graxos livres (DeFRONZO, 2004). Como descrito,
nossos resultados ndo demonstraram diferencas significativas na 4area e didmetro dos
adipocitos isolados. Outros trabalhos na literatura também ndo verificaram alteragdes no
tamanho destas células de animais que fizeram ingesta de dieta hiperlipidica. Gollisch e
colaboradores (2009) trabalharam com adipdcitos isolados de ratas da linhagem Sprague-
Dawley, que ingeriram dieta hiperlipidica por quatro semanas. Também ndo foi observado
aumento no tamanho dos adipdcitos retirado do tecido adiposo visceral, comparado com
animais que fizeram ingesta de dieta padrdo. Por outro lado, em alguns trabalhos foi
identificado aumento no tamanho dos adipdcitos para animais que ingeriram dieta

hiperlipidica, como por exemplo, camundongos alimentados com dieta hiperlipidica por 11
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semanas que tiveram aumento no tamanho dos adipocitos comparado ao grupo controle
(TAKEMURA; OKUBO; SONOYAMA, 2010). Gaidhu et al. (2010) realizou tratamento de
ratos com dieta hiperlipidica por oito semanas e identificou aumento no didmetro dos
adipdcitos tanto para o tecido adiposo epididimal, quanto para os provenientes do tecido
inguinal. Em estudos anteriores, Wolf-Nunes (2004) observou aumento significativo no peso
do paniculo adiposo epididimal em ratos submetidos a dieta hiperlipidica por seis semanas.
Neste estudo ndo foram feitas analises morfométricas para averiguar se o aumento do

tamanho estava relacionado a aumento no niimero ou no tamanho dos adipdcitos.

Além do aumento no tamanho dos adipocitos, o nimero de células também pode ser
avaliado. O processo de hiperplasia no tecido adiposo ¢ dependente da diferenciacdao dos pré-
adipdcitos em adipocitos. Os pré-adipdcitos fazem parte de um reservatorio de células-tronco
mesenquimais, que constituem entre 15 e 50 % do tecido adiposo, e sdo capazes de se
diferenciar em resposta a agentes extracelulares. Esta informacdo ¢ importante,
principalmente pelo fato de que durante muito tempo foi proposto que os adipdcitos de
humanos adultos teriam um numero fixo, sendo que as mudangas no tecido adiposo seriam
decorrentes de alteracdes no volume de gordura da célula. Atualmente, sabe-se que esta

capacidade de gerar novas células persiste durante toda vida (QUEIROZ et al., 2009).

No trabalho de Wolf-Nunes (2004), os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica
por seis semanas tiveram aumento significativo no peso do paniculo adiposo epididimal,
comparado aos animais controle. Conforme citado anteriormente, no estudo de Gollisch e
colaboradores (2009), as ratas Sprague-Dawley que ingeriram dieta hiperlipidica por quatro
semanas, ndo apresentaram diferencas significativas no tamanho dos adipdcitos epididimais,
comparado aos animais que ingeriram a dieta padrdo, entretanto, o numero de células neste
tecido foi significativamente maior para os animais tratados com a dieta hiperlipidica. Nos
nossos estudos tanto de quatro como seis semanas de deita ndo avaliamos o nimero de

adipocitos por area.



82

6000-
—_— B Controle

40001 B Dieta

pm?

2000

100+
B Controle

@ Dieta

Controle Dieta
Média | BEPM | Média | BEPM
Area | 477438 | 31226 | 4867,99 | 186,35
Diametro| 76,13 2,35 76,09 1,51

Figura 23. Morfometria de adipécitos isolados do paniculo adiposo da regido epididimal de
ratos controle e de ratos ingeriram dieta hiperlipidica ao longo de quatro semanas (n = 5). Foi
avaliada a area (A) e o diametro (B) dos adipocitos isolados. Dados apresentados como média

+ EPM. A analise estatistica foi realizada com o teste ¢ de Student.
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Pardametros cardiovasculares

Além das alteracdes metabdlicas descritas anteriormente, realizamos analise de
parametros cardiovasculares, que também podem sofrer alteragdes devido a ingesta de dieta
hiperlipidica. Na tabela 3, verificamos o comportamento de parametros eletrocardiograficos
dos animais que fizeram a ingesta da dieta hiperlipidica ou padrdo. Os parametros
eletrocardiograficos analisados neste estudo foram: Intervalos QT, ajustados em funcdo da

frequéncia cardiaca (QTc), intervalos RR, frequéncia cardiaca (FC) e intervalos QRS.

A anélise do eletrocardiograma ndo mostrou diferengas estatisticamente significativas
para nenhum dos parametros verificados, na comparacdo dos ratos que ingeriram dieta
hiperlipidica por quatros semanas com o grupo controle: Frequéncia cardiaca: Controle —
338,8 + 9,31 vs. Dieta — 353,3 + 37,07 bpm; Intervalos QTc: Controle — 96,50 + 12,11 vs.
Dieta — 70,50 + 8,15 ms; Intervalo RR: Controle — 178,0 + 5,01 vs. Dieta — 176,5 + 19,86 ms;
Intervalo QRS: Controle — 15,1 + 0,85 vs. Dieta — 16,0 + 1,63 ms (Tabela 3).
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Tabela 3. Parametros eletrocardiograficos em ratos controle (C, n=6) ou submetidos a quatro
semanas de tratamento com dieta hiperlipidica (D, n=5). Foram analisados os intervalos QT,
ajustados em fungdo da frequéncia cardiaca (QTc, ms), intervalos RR (ms), frequéncia
cardiaca (FC, batimentos por minuto, bpm), intervalos QRS (ms). Dados apresentados como

média £ EPM. A analise estatistica foi realizada com o teste ¢ de Student.

Grupo QTc (ms) RR (ms) FC (bpm) QRS (ms)

C . 96,50+ 12,11 : 178,0+501 : 3388+931 : 151+0,85

D T 7050+8.15 | 1765+ 19.86 | 3523+37.07 | 160+ 1,63
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Ja na tabela 4, sdo apresentados os resultados para histologia dos cardiomidcitos dos

animais que fizeram ingesta da dieta padrao ou hiperlipidica por quatro semanas.

O valor da area dos cardiomidcitos dos ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica
por quatro semanas foi significativamente maior, comparado aos ratos que ingeriram a dieta

padréo (Controle — 3613 + 255,7 vs. Dieta — 5224 + 304,9 umz).
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Tabela 4. Valores da area de cardiomidcitos (um?) de ratos controle (C, n=4) ou submetidos
ao tratamento com quatro semanas de dieta hiperlipidica (D, n=10). Dados apresentados como

média + EPM. * P<0,05 D vs C; teste ¢ de Student.

Grupo Area dos Cardiomiécitos (umz)

C

3613 +255,7

D
5224 +304,9*
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A obesidade ¢ uma condicdo patoldgica, na qual o excesso de gordura corporal ¢
responsavel por desencadear muitos problemas de saide, como por exemplo, alteracdes
cardiovasculares (HASLAM & JAMES, 2005; NOEMAN; HAMOODA; BAALASH, 2011).
A utilizagdo de dietas hiperlipidica é uma das formas de se induzir a obesidade nos ratos, para
estudar as alteragdes cardiovasculares (Von DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006). O
eletrocardiograma (ECG) ¢ um exame nao invasivo, desenvolvido por Willen Einthoven em
1902, que verifica o comportamento da atividade elétrica do coragdo. E amplamente utilizado
até hoje como instrumento de auxilio no diagnostico de cardiomiopatias (PIMENTEL, 2006).
Muitos estudos mostraram que distarbios metabolicos podem desencadear problemas
cardiovasculares e, consequentemente, alteragdes no ECG (KIZILBASH et al., 2006; LIN et
al., 2008; KONES, 2010; TANINDI et al., 2011).

Nossos resultados ndo mostraram diferencas significativas na analise dos pardmetros
de eletrocardiograma descritos acima, quando comparamos os dois grupos. Diversos fatores
sdo capazes de influenciar o registro do ECG, como o tipo de anestésico, a posi¢do do animal
durante o registro, bem como outras varidveis que incluem caracteristicas dos proprios

animais como idade, peso e sexo (RAMOS, 2010).

Excecdo feita as varidveis temporais, a eletrocardiografia em ratos apresenta
comportamento semelhante aos de seres humanos, entretanto, algumas diferengas devem ser
consideradas (PIMENTEL, 2006). No trabalho de Sambhi e White (1960), foi demonstrado
que, em ratos, o segmento ST ¢é curto ou até mesmo ausente, sendo que a onda T ¢
normalmente positiva e acompanha em direcdo continua a onda S. Na auséncia de doengas, a
analise da deriva¢do I do ECG, muitas vezes, ndo permite a identificacdo da onda Q, que
eventualmente pode ser identificada na derivagdo aVL. J4 a onda R pode ser identificada em

todas as derivagoes do ECG (SAMBHI & WHITE, 1960).

A disposicdo anatomica do coragdo de ratos também ¢ semelhante a dos seres
humanos, de forma que os ventriculos direito e esquerdo encontram-se em posi¢do anterior e
posterior do coragdo, sendo que a despolarizagdo cardiaca ¢ iniciada do lado esquerdo,
deslocando-se para o direito e sdo de baixa amplitude. Para estes animais, o eixo elétrico
ventricular esta disposto na posi¢do vertical, mostrando o posicionamento do dpice cardiaco
proximo da linha média esternal, entre +60 e +90 graus (RAMOS, 2010). Apesar de ndo
determinado neste estudo, os valores do eixo podem ser determinados utilizando-se como

parametros o complexo QRS e onda T.
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Os resultados obtidos em nosso estudo, em que ndo verificamos alteracdes em
parametros de ECG na comparagdo entre os grupos, também foram encontrados por
Rodrigues (2009). Ratos Wistar que ingeriram dieta hiperlipidica por quatro semanas nao
apresentaram diferencas estatisticas significativas para frequéncia cardiaca, intervalo QT e
intervalo QT ajustado em fungdo da frequéncia cardiaca (QTc), quando comparados aos
animais que ingeriram dieta padrdo. Por outro lado, neste mesmo estudo, foi encontrado que o
eixo elétrico ventricular dos animais que ingeriram a dieta hiperlipidica apresentou desvio
para esquerda, o que ¢ um indicio de remodelamento ventricular, caracterizando hipertrofia
cardiaca. Esta hipertrofia muitas vezes € consequéncia da hipertensao arterial ¢ € um fator de
risco independente para o desenvolvimento da faléncia cardiaca (PATTERSON et al., 2011).
O processo de hipertrofia ventricular pode ser consequéncia de uma adaptagao fisiologica ou é
desencadeado por conta de alteragdes estruturais e funcionais no coracdo, sendo importante
determinar qual condicdo esta promovendo esta hipertrofia, j4 que o aumento da massa
muscular cardiaca pode ser indicativo de disturbios que podem levar, por exemplo, a morte
subita (WILSON et al., 2011). De acordo com Dhingra e colaboradores (2005), o aumento da
massa ventricular cardiaca pode ser determinado pelo aumento na amplitude do complexo
QRS. Apesar de ndo encontrarmos diferengcas na comparagdo entre 0s grupos para este
complexo, outros resultados que serdo discutidos na sequéncia, identificaram aumento na

massa muscular cardiaca.

No trabalho de Rodrigues (2009), a analise da espessura dos cardiomidcitos ndo
apresentou diferengas na comparagdo entre os grupos controle e hiperlipidico, o que seria
esperado por conta da alteracdo no eixo ventricular. Segundo os autores, uma hipdtese para
modificacdo no eixo ventricular seriam alteragdes na estrutura cardiaca, que foi sugerida
devido ao acumulo de gordura, que ocupou 34% da area total no ventriculo esquerdo, bem
como a existéncia de processo inflamatério no miocardio, identificado pela presenga de

infiltrado leucocitario que ocupou 9% da area total.

Outro parametro do ECG avaliado foi o intervalo QT ajustado em funcdo da
frequéncia cardiaca (QTc), que estd relacionado com a duragdo da atividade elétrica do
ventriculo, determinada pelas fases de despolarizagdo e repolarizagdo (PAN et al., 2011). Este
parametro eletrocardiografico ¢ indicativo de arritmias nos ventriculos, principalmente em
pacientes com disturbios coronarianos, faléncia cardiaca congestiva e de morte subita (BARR
et al., 1994; ZAREBA; MOSS; LeCESSIE, 1994; PSHENICHNIKOV et al., 2008). Por conta

destas associacgdes, a analise do intervalo QTc ¢ importante, ja que ¢ um método nao invasivo
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que permite detectar padrdes anormais na repolarizagdo ventricular (LOPES et al., 2006).
Conforme relatado anteriormente, nossos resultados ndo apresentaram alteracdes

significativas no intervalo QT.

A frequéncia cardiaca também ndo sofreu alteracdes significativas na comparagao
entre os grupos. Este resultado também ja foi observado em outros estudos descritos na
literatura. Jeckel et al. (2011) realizou tratamento de ratos da linhagem Sprague-Dawley com
dieta hiperlipidica por 32 semanas. Apos este periodo, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas significativas, comparado ao grupo controle que fez ingesta da dieta padrdo. Por
outro lado, a mudanca na dieta ingerida pode promover alteracdes na frequéncia cardiaca,
conforme demonstrou Meral e Kacmaz (2003). Neste estudo, os autores demonstraram que
pacientes diabéticos, apos realizar dieta de restrigdo caldrica por dois meses, tiveram reducao
significativa da frequéncia cardiaca, comparado aos valores antes de iniciar o tratamento.
Nesta mesma pesquisa, outros parametros eletrocardiograficos analisados ndo sofreram
alteracdes significativas. Por conta destas divergéncias € necessario realizar novas pesquisar
para analisar o comportamento da frequéncia cardiaca em situacdes de ingesta de dietas
hiperlipidicas. Outras informag¢des acerca do comportamento da frequéncia cardiaca serdo

apresentadas posteriormente.

Além da analise destes parametros eletrocardiograficos, realizamos em nosso estudo a
medicdo da area de cardiomidcitos a fim de identificar possivel quadro de hipertrofia
cardiaca. Nossos resultados mostraram diferencas significativas entre os animais que fizeram
ingesta da dieta hiperlipidica por quatro semanas, comparado ao controle. Outros estudos na
literatura também indicam tal achado, entretanto o tempo de administragdo de dieta é superior.
O aumento significativo na area dos cardiomiocitos para o grupo tratado com dieta
hiperlipidica, também ja foi identificado em outros estudos da literatura. Os animais da
linhagem Sprague-Dawley, que ingeriram a dieta hiperlipidica por 32 semanas tiveram
aumento significativo nesta area (JECKEL et al., 2011). Camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica por 24 semanas, também mostraram aumento significativo na area dos
cardiomiocitos, comparado aos que fizeram ingesta da dieta padrao (FANG et al., 2008).
Singh et al. (2010) realizaram tratamento de ratos Wistar durante 12 semanas de ingesta de
dieta hiperlipidica, associada a constricdo parcial da aorta abdominal, e verificaram aumento

significativo no didmetro dos cardiomidcitos destes animais.
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Estudos recentes t€ém sugerido que o processo de hipertrofia cardiaca é decorrente de
alteracdes intracelulares nos cardiomiocitos, como a via da mTOR (mammalian target of
rapamycin). A mTOR desempenha papel importante na integracdo da resposta celular ao
estado nutricional que incluem a quantidade ATP intracelular formada e as concentragdes de
aminoacidos e glicose (JACINTO, 2008). A Akt é responsavel por ativar a via mTOR, que
promovendo aumento da sintese protéica, leva a hipertrofia cardiaca (GLAZER et al., 2009).
No trabalho de Glazer e colaboradores (2009), foi demonstrado em porcos, que a
hipercolesterolemia, também detectada nos ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica em
nosso trabalho, ¢ capaz de ativar a via da mTOR, além de outros marcadores envolvidos no
processo hipertrofia cardiaca. Se esta via também estd mais expressada no caso destes ratos

que ingeriam a dieta hiperlipidica, ¢ um fator que pode ser investigado em estudos futuros.

Além desta via, outros estudos também mostraram que a hipertrofia dos
cardiomiocitos podem ser desencadeadas por vias de sinalizagdo da insulina, alteracdo nas
concentragdes de adiponectinas, como a leptina, ou na atividade do receptor poliferador-
ativador de peroxissomos (PPAR) (DeBOSCH et al.,, 2006; SHARMA et al., 2007). O
aumento das concentragdes plasmaticas de insulina frequentemente esta associado a
hipertensao e outras doengas como a sindrome metabolica. Como ja informado anteriormente,
a insulina atua desencadeando a formagdo de PI3-K, que por sua vez realiza a ativacdo da
Akt, promovendo o estimulo da via mTOR descrito acima. Além disso, a Akt também ¢ capaz
de suprimir a degradacdo protéica, por meio da inativacdo FOXO (forkhead dependent
transcription factors), que realiza a protedlise, assim a insulina seria capaz de influenciar no
processo de hipertrofia cardiaca (SHARMA et al., 2007). A participagdo das adiponectinas
também esta relacionada com o mecanismo da PI3-K e consequente ativagdo da via da Akt. A
expressdo de genes nos cardiomiocitos e sua hipertrofia também podem ser ativadas pelo
aumento da atividade do PPAR. Este receptor apresenta elevacdo de sua atividade, quando
temos maior disponibilidade de acidos graxos, que pode acontecer com a ingesta de dieta

hiperlipidica (GILDE et al., 2003).

Wolf-Nunes (2004) mostrou que ratos jovens que fizeram ingesta de dieta
hiperlipidica por seis semanas tiveram aumento significativo das concentragdes plasmaticas
de insulina, comparado as concentracdes dos animais que ingeriram a dieta padrao. Conforme
discutido anteriormente, os animais que realizaram ingesta da dieta hiperlipidica tiveram
reducdo na quantidade de glicose captada pelos adipdcitos isolados, sugerindo resisténcia a

insulina. Se pensarmos que este hormonio ¢ capaz de promover hipertrofia cardiaca, a
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principio, ficaria contraditério atribuir este processo ao aumento da concentragdo do
horménio. Entretanto, existem estudos na literatura realizados com humanos que mostraram
que a resisténcia a insulina, em pacientes diabéticos, € menor na musculatura cardiaca

(PATERNOSTRO et al., 1996; ABEL, 2005).

Desta forma, se existe resisténcia a insulina nos adipdcitos, as concentracdes
plasmaticas deste hormdnio e dos acidos graxos livres ficardo elevadas, o que pode aumentar
a atividade da via de sinalizagdo da insulina e da PPAR no corac¢ao, favorecendo a hipertrofia

cardiaca.

Miotto (2006) realizou estudo em nosso laboratério com ratos que fizeram dieta
hiperlipidica por seis semanas e demonstrou que a massa ventricular esquerda (C = 546,6 +
23,9 vs. D = 653,8 + 28,2 mg, p<0,05) a espessura da parede ventricular esquerda (C = 11,5 +
0,1 vs. D=15,1 + 0,5 mm, p<0,05) e o didmetro interno do ventriculo esquerdo (C = 28,8 +
0,2 vs. D = 20,6 + 0,3 mm, p<0,05) apresentaram diferencas significativas na comparagio
entre os grupos. Estes resultados comprovam a instalagdo do quadro de hipertrofia cardiaca
pela ingesta da dieta hiperlipidica. Além disso, foi encontrado que a pressdo arterial média,
sistolica e diastdlica teve um leve aumento, porém significativo, quando comparado ao grupo
controle, bem como a frequéncia cardiaca que, no caso dos animais que fizeram ingesta da
dieta hiperlipidica, estava significativamente elevada. Rodrigues (2009) verificou que ratos
que ingeriram dieta hiperlipidica por quatro semanas, tiveram elevacdo significativa da
pressdo arterial sistolica, porém, sem alteracdo da pressdo arterial média e diastdlica. Assim
como aconteceu em nossos resultados, este autor ndo observou diferencas significativas na
freqiiéncia cardiaca. A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), que pode ser determinada
analisando o comportamento da FC e a duragdo do intervalo RR, se tornou um importante
parametro para determinagao de risco cardiovascular (BILLMAN, 2011). A FC nao possui
comportamento estatico, mas continuamente esta sendo alterada tanto por conta de respostas
fisicas e demandas mentais, entretanto, tanto a redu¢do na VFC, quanto o aumento podem
estar relacionadas com distarbios cardiovasculares (DeJONG & RANDALL, 2005;
THAYLER; YAMAMOTO; BROSSCHOT, 2010). O controle da FC ¢ resultado de diversos
mecanismos fisioldgicos que constantemente estdo promovendo altera¢des no ritmo cardiaco.
Dentre os mecanismos que realizam este controle, temos a participagdo do sistema nervoso
autdbnomo, cujo funcionamento pode ser analisado pela duracdo dos intervalos RR. De forma
geral, quando observamos um aumento na duracdo destes intervalos, teriamos maior atividade

do sistema nervoso parassimpatico, que promove diminuicdo das fungdes cardiacas
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(BILCHICK & BERGER, 2006). Além de complica¢cdes metabolicas ja discutidas, a ingesta
de dieta hiperlipidica pode promover alteragdes de outros pardmetros fisiolégicos, como por
exemplo, a ativagdo do eixo sistema nervos simpatico-medula da adrenal (MIOTTO, 2006).
Esta ativagdo resultaria em elevagdo das concentragdes de catecolaminas e,
consequentemente, na variabilidade da frequéncia cardiaca. Apesar de nao identificarmos
alteragdes significativas na duragdo dos intervalos RR, a elevacdo da pressdo arterial sistolica,
verificada por Rodrigues (2009) para animais que fizeram ingesta da dieta hiperlipidica por
quatro semanas, pode ser um indicio de que a atividade do sistema nervoso simpatico possa
estar sendo elevada. Miotto (2006) mostrou que, além da elevagdo da pressdo arterial
simpatica, os ratos que ingeriram a dieta hiperlipidica por seis semanas, também tiveram
elevagOes significativas da pressdo arterial média e diastolica, bem como da freqii€ncia
cardiaca, o que demonstraria um aumento mais expressivo da atividade do sistema nervoso

simpatico, com duas semanas a mais de tratamento com a dieta.

A atividade do sistema nervoso simpatico ndo ¢ exclusiva no tecido cardiaco e
influencia outros processos metabdlicos no organismo. A noradrenalina liberada pelos
neurdnios pos-ganglionares simpaticos ¢ um importante regulador da lipdlise (VARGOVIC et
al., 2011). Se considerarmos a hipotese de que a dieta hiperlipidica ¢ capaz de elevar a
atividade simpatica, novamente poderiamos pensar em divergéncias com resultados discutidos
anteriormente para a captacdo de glicose e liberacdo de lactato, pelos adipocitos isolados do
tecido adiposo, que mostraram menor sensibilidade para noradrenalina. Provavelmente, a
diferenga de comportamento entre os tecidos deve-se a uma menor sensibilidade localizada no
tecido adiposo, sendo que na musculatura cardiaca este efeito ndo esta evidenciado, da mesma

forma que acontece para insulina.
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Consideracoes finais

Em suma, considerando que modelos de estresse alteram as fun¢des metabolicas e
cardiovasculares nos individuos e que estes disturbios tem sido o grande foco de estudo na
ciéncia atual. Podemos tecer as seguintes consideracdes frente aos modelos de estresse
estudados em nosso laboratorio.

O estresse induzido pelo modelo de natagdo estudado no Labeest ¢ benéfico, pois
melhora a captagdo de glicose no rato.

Em relacdo aos modelos de estresse por choques nas patas e dislipidemia induzida pela
dieta ao longo de quatro e seis semanas nossos resultados mostraram que em todos os
modelos ocorre o desenvolvimento do quadro de dislipidemia, bem como redugdo na
sensibilidade a insulina e alteragdes cardiacas. Entretanto, analise comparativa destes modelos
indica que utilizagdo da dieta hiperlipidica, mesmo sendo por quatro semanas de tratamento, ¢
o método mais pratico, pois ndo ha sem necessidade de equipamentos especificos, para
indugdo e estudo de alteragdes metabolicas e cardiacas. Outro ponto importante refere-se ao
tempo de tratamento dos ratos com dieta hiperlipidica. A maioria dos trabalhos na literatura
propde tempos prolongados de ingesta da dieta hiperlipidica pelos animais. Em outras
pesquisas realizadas no LABEEST, os ratos que ingeriram a dieta hiperlipidica por seis
semanas apresentaram alteragdes metabdlicas e cardiacas que também foram verificadas nos
ratos que ingeriram a dieta hiperlipidica durante somente quatro semanas. A administracdo da
dieta a ratos jovens por um periodo de quatro semanas pode ser um modelo para se estudar
alteracdes metabolicas e cardiacas descritas nesta tese. Além disso, este modelo pode ser

utilizado para estudos do desenvolvimento de dislipidemia bem como a sua prevencao.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que ratos que ingerem dieta
hiperlipidica por quatro semanas ja apresentam alteracdes metabodlicas e cardiacas, sendo,
portanto, um modelo util para o estudo das doencas decorrentes da dislipidemia e o

desenvolvimento da mesma.
Alteragdes metabolicas:

Em ratos anestesiados foi possivel identificar a alteracdo se sensibilidade a insulina
pelas técnicas de clamp euglicémico hiperinsulin€mico, que apresentou taxa de infusdo de
glicose significativamente diminuida, bem como pela diminuig¢@o na captagdo de 2-DG pelos
adipocitos isolados da regido epididimal. Inferimos que a diminuigdo na produgdo de lactato
em adipocitos isolados seja decorrente da menor captacdo de glicose neste tecido. A lipdlise
basal ndo foi alterada, entretanto, a estimulada por agonistas adrenérgicos apresentou-se

diminuida e estas alteragdes ndo comprometeram a morfometria dos adipocitos epididimais.
Alteragdes cardiacas:

Os ratos submetidos a dieta hiperlipidica por quatro semanas ja apresentaram

alteragdes cardiacas indicando a instalagdo do quadro de hipertrofia cardiaca.
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