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Resumo

Fundamento: Varios mecanismos tém sido propostos como contribuintes para a disfuncao cardiaca em modelos de
obesidade, tais como alteracoes nas proteinas do transito de cdlcio (Ca*?) e nos receptores beta-adrenérgicos. Todavia,
o papel desses fatores no desenvolvimento da disfuncao miocardica induzida pela obesidade ainda nao esta claro.

Objetivo: Este estudo pretende investigar se a obesidade induzida por um ciclo de dieta hipercalérica resulta em
disfuncao cardiaca. Além disso, foi avaliado se essa alteracao funcional em ratos obesos esta relacionada com o prejuizo
do transito de Ca*? e do sistema beta-adrenérgico.

Métodos: Dois grupos de ratos Wistar machos com 30 dias de idade, foram alimentados com racao padrao (C) e um
ciclo de cinco dietas hipercaléricas (Ob) por 15 semanas. A obesidade foi definida pelo aumento da porcentagem de
gordura corporal dos ratos. A funcao cardiaca foi avaliada mediante analise isolada do misculo papilar do ventriculo
esquerdo em condicées basais e apés manobras inotrépicas e lusitrépicas.

Resultados: Em comparacao com o grupo controle, os ratos obesos apresentaram aumento da gordura corporal e
intolerancia a glicose. Os misculos dos ratos obesos desenvolveram valores basais semelhantes; entretanto, as respostas
miocardicas ao potencial pés-pausa e aumento de Ca*? extracelular foram comprometidas. Nao houve alteragcoes na
funcao cardiaca entre os grupos apés a estimulacao beta-adrenérgica.

Conclusao: A obesidade promove disfuncao cardiaca relacionada com alteracdes no transito de Ca*? intracelular. Esse
prejuizo funcional é provavelmente ocasionado pela reducao da atividade da bomba de Ca*? do reticulo sarcoplasmatico
(SERCAZ2a) via Ca*? calmodulina-quinase. (Arq Bras Cardiol 2011; 97(3) : 232-240)
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Abstract

Background: Several mechanisms have been proposed to contribute to cardiac dysfunction in obesity models, such as alterations in calcium
(Ca?*) handling proteins and B-adrenergic receptors. Nevertheless, the role of these factors in the development of myocardial dysfunction
induced by obesity is still not clear.

Objective: The purpose of this study was to investigate whether obesity induced by hypercaloric diets results in cardiac dysfunction. Furthermore,
it was evaluated whether this functional abnormality in obese rats is related to abnormal Ca?* handling and the B-adrenoceptor system.

Methods: Male 30-day-old Wistar rats were fed with standard food (C) and a cycle of five hypercaloric diets (Ob) for 15 weeks. Obesity was
defined as increases in bodly fat percentage in rats. Cardiac function was evaluated by isolated analysis of the left ventricle papillary muscle under
basal conditions and after inotropic and lusitropic maneuvers.

Results: Compared with the control group, the obese rats had increased body fat and glucose intolerance. The muscles of obese rats developed
similar baseline data, but the myocardial responsiveness to post-rest contraction stimulus and increased extracellular Ca** were compromised.
There were no changes in cardiac function between groups after B-adrenergic stimulation.

Conclusion: Obesity promotes cardiac dysfunction related to changes in intracellular Ca?* handling. This functional damage is probably caused
by reduced cardiac sarcoplasmic reticulum Ca** ATPase (SERCA2) activation via Ca** calmodulin kinase. (Arq Bras Cardiol 2011; 97(3) : 232-240)
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Introducao

A obesidade pode ser definida como uma doenca
metabélica crénica caracterizada pelo excesso de gordura,
que compromete individuos saudaveis'. Estd associada a vdrias
comorbidades e tem sido reconhecida como um fator de
risco independente para diversas doengas cardiovasculares**.

Pesquisas anteriores relacionando a funcdo cardiaca
e obesidade induzida por dieta apresentam resultados
controversos. Ratos submetidos a dieta hipercalérica por
8 a 14 semanas revelaram, por meio de ecocardiograma®®
e midcito isolado’ que a obesidade nao alterou a funcao
cardiaca. No entanto, Ouwens e cols.® mostraram que os
musculos papilares de ratos submetidos a dieta hipercalérica
por sete semanas apresentaram maior forga contratil basal
e uma recuperagao prejudicada apés o aumento da carga
de trabalho. Além disso, outros pesquisadores encontraram
prejuizo da contragao cardiaca em coragbes isolados’,
musculos papilares'® e cardiomiécitos' de coelhos e ratos
obesos, respectivamente.

Poucos estudos avaliaram a relacao entre o transito de
Ca*?, o sistema beta-adrenérgico e a fungdo miocardica em
animais obesos'"'?. Ren e cols." verificaram depressao do
estado funcional no miocérdio de ratos geneticamente obesos
ap6s o uso de manobras inotrépicas. Portanto, ndo esta claro
se mecanismos similares ocorrem com modelos humanos e
animais de obesidade induzida por dieta.

E evidente que uma série de alteragdes na estrutura e
fungao cardiaca ocorre com aumento do tecido adiposo.
Entretanto, os mecanismos responsaveis por essas alteragoes
ndo estao bem estabelecidos. Varios agentes tém sido
propostos como contribuintes para a disfungao cardiaca em
modelos de obesidade, tais como reducao da sensibilidade do
Ca*? aos miofilamentos, assim como alterages nas proteinas
do transito de Ca*? e nos receptores beta-adrenérgicos''-'.
Todavia, ainda nao esta claro se esses fatores desempenham
um papel crucial no desenvolvimento de disfungao miocardica
induzida pela obesidade.

Considerando os dados divergentes, a proposta deste
estudo foi obter informacoes adicionais acerca da influéncia
da obesidade induzida por dieta hipercalérica sobre a fungao
miocardica. Além disso, o objetivo deste trabalho foi verificar a
participacao do transito de Ca*2 e do sistema beta-adrenérgico
na fungdo miocdrdica de ratos obesos. Assim, a hipétese deste
estudo foi que a obesidade provoca disfuncao miocardica
por meio de alteragbes no transito de Ca* e no sistema
beta-adrenérgico.

Métodos

Animais e protocolo experimental

Ratos Wistar machos, com 30 dias de idade, foram
randomizados em dois grupos: controle (C, n = 8) e obeso (Ob,
n = 8). Os animais C receberam dieta padrao Labina (Purina,
Paulinia, SP, Brasil) e os Ob, ciclos de cinco dietas hipercaldricas
que se sucediam de forma rotativa, semanalmente, conforme
previamente descrito'®. As dietas hipercaldricas fornecidas
ao grupo Ob tinham maior nimero de calorias (dietas

hipercaléricas = 4,6 kcal/g versus dieta padrao = 3,5 kcal/g), em
razao da maior quantidade de gordura. Na dieta hipercalérica
3, o aumento do valor calérico foi pela adigao de sacarose
na agua (1,2 kcal/ml). Cada grupo foi alimentado com suas
respectivas dietas por 15 semanas consecutivas. Os animais
foram alojados em gaiolas individuais em um ambiente limpo,
sob condigdes monitoradas de temperatura de 23 + 3° C,
luminosidade (fases ciclo claro/escuro de 12 horas) e 60% =+
5 de umidade relativa. O consumo alimentar foi mensurado
diariamente e o peso corporal, registrado semanalmente. A
ingestdo calérica semanal foi calculada pela média semanal do
consumo alimentar multiplicada pelo valor calérico de cada
dieta. A eficiéncia alimentar, capacidade de converter calorias
consumidas em ganho de peso corporal, foi avaliada pela
seguinte férmula: ganho de peso corporal médio (g) dividido
pelo consumo total de calorias. O peso corporal inicial e final
(PCI e PCF, respectivamente), comprimento naso-anal, pesos
dos ventriculos esquerdo (VE) e direito (PVD) e a area seccional
transversa do musculo papilar (AST) foram registrados.

Todos os experimentos e os procedimentos foram
realizados de acordo com o Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals publicado pelo National
Research Council'® e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de
Botucatu (Unesp, Botucatu, SP, Brasil).

Pressao arterial sistolica (PAS)

Apds 15 semanas de protocolo experimental, antes
da eutandsia, a pressao arterial sistélica foi aferida
por meio de pletismografia de cauda'’, utilizando-se
eletroesfigmomandmetro Narco Bio-System®, modelo 709-
0610 (International Biomedical, Austin, TX, USA).

Teste oral de tolerancia a glicose

No final do protocolo experimental, o teste oral de
tolerancia a glicose foi realizado. Os ratos foram mantidos em
jejum por um periodo de 12 a 15 horas e as coletas sanguineas
foram realizadas na artéria caudal. O sangue foi coletado em
condigbes basais e apdés administragao de 3 g/kg de glicose
por gavage'®. As amostras sanguineas foram coletadas nos
momentos 0, 60, 120, 180 e 240 minutos, e analisadas usando
um glicosimetro (Accu-Check Go Kit; Roche Diagnostic Brasil
Ltda., SP, Brasil).

Analise da gordura corporal e indice de Lee

Ap6s os animais serem anestesiados com pentobarbital
sédico (50 mg/kg IP), decapitados e toracotomizados,
descartaram-se as visceras, restando apenas a carcaga. A
carcaca foi secada a 100 = 5° C durante 72 horas em estufa
ventilada Fanem® (Fanem, Guarulhos, SP, Brasil). Apds a
secagem, a carcaca foi embrulhada em papel filtro e a
gordura extraida em aparelho Extrator de Soxhlet (Corning
Incorporated Life Sciences, Lowell, MA, USA). A porcentagem
de gordura na carcaca foi determinada pela seguinte férmula:
PP—PSSG/PPr x 100%, onde PP = peso pés-secagem, PSSG
= peso seco apos extragao da gordura, e PPr = peso pré-
secagem™. O indice de Lee foi calculado: 3Vpeso corporal
(g)/comprimento naso-anal (cm)2°.

(Arq Bras Cardiol 2011; 97(3) : 232-240)
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Musculo papilar isolado

O desempenho mecdnico foi avaliado pelo estudo
do miusculo papilar isolado do ventriculo esquerdo (VE)
conforme descrito previamente?'?2. Em sintese, os ratos
foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/
kg intraperitonial) e submetidos a eutandsia. Os coragoes
foram rapidamente removidos e mantidos em solucao
de Krebs-Henseleit previamente oxigenada a 28° C. Os
musculos papilares dissecados do VE foram presos entre
dois anéis de aco inoxidavel e colocados verticalmente em
uma camara de vidro contendo solugao de Krebs-Henseleit
a 28° C, continuamente oxigenada com 95% de O, e 5%
de CO,. A composicao da solugao de Krebs foi a seguinte:
118,5 mM NaCl; 4,69 mM KCl; 1,25 mM CaCl,; 1,176 mM
MgSO,; 1,18 mM KH,PO,; 5,50 mM glicose; e 24,88 mM
NaCO,. A extremidade inferior do anel foi acoplada a um
transdutor de forga 120T-20B (Kyowa, Tokyo, Japan) por um
fio de ago (1/15,000), que atravessava uma fenda preenchida
por merc(rio, existente no assoalho da camara de vidro. A
extremidade superior do anel foi conectada por um fino
fio de ago a uma alavanca rigida, acima da qual existia um
micrébmetro montado para ajustar o comprimento de repouso
do musculo. O miusculo papilar foi acoplado entre dois
eletrodos paralelos de platina e estimulados a uma frequéncia
de 0,2 Hz (12 vezes por minuto), usando pulsos elétricos
regulares de 5 ms de duragdo. A voltagem correspondia a 10%
acima do valor minimo necessdrio para provocar a resposta
mecanica maxima do mdsculo.

Os musculos contraiam isotonicamente com uma carga leve
por 60 minutos; a seguir, esses foram colocados em contragao
isométrica e estirados gradualmente até a tensao desenvolvida
atingir seu valor maximo. Ap6s um periodo de 5 minutos, nos
quais as preparagoes foram submetidas a contragoes isotonicas,
os musculos foram colocados novamente em contracdo
isométrica e o pico da curva comprimento-tensao (L, ) foi
cuidadosamente determinado. Um periodo de 15 minutos de
contragao isométrica em que o muisculo permanecia estavel
foi imposto anteriormente ao periodo experimental e uma
contragao isométrica foi registrado.

O comportamento dos musculos papilares foi avaliado
em situacao basal com concentracao de célcio ([Ca*?])
de 1,25 mM e apds manobras inotrépicas: potencial pds-
pausa (PPP), elevacdo da [Ca*?] extracelular de 0,625 até
8,0 mM e durante estimulagao beta-adrenérgica com 10
até 10° M de isoproterenol. O potencial pés-pausa foi
estudado em [Ca*?] ) extracelular de 1,25 mM, em que o
estimulo foi cessado por 30 segundos antes do estimulo ser
reiniciado. Durante o periodo de repouso no miocardio dos
ratos, o reticulo sarcoplasmatico (RS) acumula célcio acima
e além do que acumularia durante a estimulagao regular, e
a primeira batida ap6s o intervalo de descanso (B1) é mais
forte que o ritmo antes do intervalo de descanso (B0)*. O
estudo do PPP pode fornecer algumas informagées sobre
a fungdo do RS em uma preparagao bioquimicamente
intacta**. Depois do PPP, a resposta do masculo papilar,
ap6s elevagdo da [Ca*?] extracelular, foi avaliada para testar
seu efeito sobre a maquinaria contratil®>. Os parametros
contrateis isométricos foram registrados 10 minutos apds a
adicao de cada dose de célcio extracelular (0,625 até 8,0

(Arq Bras Cardiol 2011; 97(3) : 232-240)

mM) na solucdo. Além disso, a estimulacao do sistema beta-
adrenérgico foi também estudada para testar a integridade
do complexo beta-adrenérgico, a sensibilidade da troponina
C e a absorcao de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico®. A
estimulacao dos receptores adrenérgicos beta foi induzida
usando concentragdes cumulativas de isoproterenol (10 a
10 M) na presenca da [Ca*™?] de 1,0 mM.

Parametros mecanicos

Parametros mecanicos covencionais em L . foram
calculados em contracao isométrica: tensao maxima
desenvolvida normalizada pela drea seccional transversa do
musculo papilar (TD [g/mm?]), tensdo de repouso normalizada
pela drea seccional transversa do masculo papilar (TR [g/
mm?]), tempo para atingir o pico da tensao desenvolvida (TPT
[ms]), velocidade maxima de variagao positiva (+dT/dt [g/
mm?/s]) e negativa (-dT/dt [g/mm?/s]) da tensao desenvolvida
normalizada pela area seccional transversa do masculo papilar
e tempo para a tensao desenvolvida decrescer 50% de seu
valor maximo (TR, [ms]).

Os parametros usados para caracterizar o tamanho dos
musculos papilares foram comprimento (mm), peso do
mdsculo (mg) e drea seccional transversa (AST [mm?]). Apds
o término de cada experimento, o comprimento do misculo
emL_. foi mensurado com auxilio de um catetémetro Gartner
(Gartner Scientific Corporation, Chicago, IL, USA), e a porgao
do msculo entre os anéis de ago foi cortada, submetida
a secagem com papel filtro e pesada. A AST foi calculada
dividindo-se o peso do miusculo pelo seu comprimento,
assumindo uniformidade e uma gravidade especifica de 1,0.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrao.
As comparagdes entre os grupos foram realizadas usando o
teste “t” de Student para amostras independentes. O perfil
glicémico entre os grupos foi comparado pela andlise de
variancia (ANOVA) para o modelo de medidas repetidas.
Quando diferencas significantes foram encontradas (p <
0,05), o teste de comparagdes miltiplas de Bonferroni foi
executado?. Todos os valores mecanicos das manobras foram
expressos como percentuais médios em relagao aos valores
basais e calculados da seguinte forma: D = (M2-M1)/M1x100,
onde M1 foi o valor encontrado em situagao basal e M2, o
valor resultante apés as manobras inotrépicas e lusinotrépicas.
Os efeitos da elevacao de célcio extracelular e da concentracdo
de isoproterenol foram analisados pela analise de variancia
(ANOVA) no modelo de medidas repetidas para esquema de
dois fatores independentes e complementada pelo teste de
comparagbes mdltiplas de Tukey para as diferencas especificas.
A comparacao do PPP foi realizada usando o teste “t” de
Student para amostras independentes. O nivel de significancia
considerado foi de 5% (a. = 0,05).

Resultados

Caracteristicas gerais dos ratos

As caracteristicas gerais dos ratos estdo apresentadas na
tabela 1. Apés 15 semanas, nao houve diferengas significativas
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no peso corporal final (PCF), na razao peso corporal final
pelo comprimento naso-anal, no indice de Lee, na pressao
arterial sistolica (PAS), na ingestdo calérica, no peso do
ventriculos esquerdo (VE) e direito (VD) entre os ratos. Os
ratos Ob ingeriram menos alimento do que os ratos controle,
e a eficiéncia alimentar foi maior nos Ob comparada com
a dos ratos controle, embora essas diferencas nao tenham
sido estatisticamente significativas (p = 0,06). Além disso, o
percentual de gordura corporal encontrado na carcaga foi
significativamente maior (96,1%) nos ratos Ob. A intolerancia
a glicose, comorbidade associada a obesidade, foi observada
neste estudo (fig. 1).

Caracteristicas gerais dos grupos experimentais

Estudo funcional do misculo papilar

Condicoes basais

Os valores basais de vérios parametros foram obtidos
das preparagbes dos musculos papilares isolados (tab. 2). O
desempenho funcional dos masculos papilares em condigoes
basais foi semelhante para todos os parametros (TD, TR, TPT,
+ dT/dt, -dT/dt e TR, ) entre os dois grupos.

Estimulacao de calcio extracelular

Os efeitos da elevagao das concentragoes de célcio sobre a
funcao dos masculos papilares estdo sumarizados e ilustrados
na figura 2. O aumento da [Ca*?] de 0,625 para 8,0 mM

Avaliagao funcional do muasculo papilar isolado em

C(n=8) Ob (n=8) hasal
situacéo basa
Peso corporal inicial (g) 114 +£12 105+ 14 ¢
Peso corporal final (g) 490 £ 67 531+75 C(n=8) Ob(n=7)
E;a:]o ﬁgg:{:lnfiar;i{anal 1843 1943 TD (g/mm?) 4,87 +122 5,09 1,00
- P TR (g/mm?) 1,04 £0,25 1,18+ 0,29
Indice de Lee 289 £ 17 286 £ 17
TPT (ms) 157 £10 153+ 8
Gordura corporal (%) 153 29 +8*
+dT/dt (g/mm?/s) 53+ 14 58 £ 11
Pressao arterial sistdlica final
(mmHg) 12117 124 +19 -dT/dt (g/mm2/s) 18+ 4 19+4
Consumo alimentar (g/dia) 26+2 18 & 2* TR, (ms) 17219 175+22
Ingestao caldrica (kcalldia) 90 £ 11 8838 Area seccional (mm?) 105£0.22 088 +0,18
Eficiéncia alimentar (%) 43+02 50405 Va(ore; em média + desvio padréo; C~- coqtrgle; Ob - obesp; n - nimero de
animais por grupo, TD (g/mm?) - tensdo maxima desenvolvida; TR (g/mm?) -
VE (9) 0,91+0,08 0,95 £0,09 tenséo de repouso; TPT (ms) - tempo para atingir o pico da tenséo desenvolvida;
2/s) - i Ayii inns 5 ifa:
VD (g) 0.23+0,04 024 +0,04 +dT/dt (9g/mm?s) - velocidade méaxima de variagdo da tensdo desenvolvida;

Valores em média + desvio padréo. C - controle; Ob - obeso; n — nimero de
animais por grupo; VE - peso do ventriculo esquerdo; VD - ventriculo direito; * p
< 0,05 vs C; Teste ‘t” de Student para amostras independentes.

-dT/dt (g/mm?s) - velocidade méxima de variagdo de decréscimo da tenséo
desenvolvida; TRy, (ms) - tempo para a tenséo desenvolvida decrescer 50% de
seu valor méximo; N&o houve diferencas estatisticas entre os grupos (p > 0,05);
Teste ‘t” de Student para amostras independentes.

250-
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Fig. 1 - Niveis sanguineos de glicose apés uma sobrecarga oral de glucose em animais controles (circulo branco; n = 8) e obesos (triangulo preto; n = 8). Dados
apresentados como média + DP - *p < 0,05 versus controle. Analise de variancia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas para esquema de dois fatores independentes;

teste de comparagdes mdltiplas de Bonferroni.

(Arq Bras Cardiol 2011; 97(3) : 232-240)
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promoveu maior resposta da TD e da -dT/dt no grupo controle
do que nos ratos obesos. Em concentragbes de calcio de
2,5 mM, 5,0 mM e 8,0 mM, o percentuais médios da TD
em relagdo aos valores basais no grupo obeso foram 59 +
20%, 51 = 14% e 43 £ 14%, respectivamente, versus 105
+43%, 101 = 47% e 92 £ 50%, respectivamente, no grupo
controle. Na [Ca*?] de 1,25 mM, o miocdrdio do grupo obeso
apresentou uma tendéncia a diminuir a TD em resposta ao
célcio extracelular (41 = 20% versus 72 = 24%, p = 0,09).

O comprometimento do relaxamento nos ratos obesos foi
constatado pela menor resposta da -dT/dt quando comparada
ao grupo controle. Apés o aumento da [Ca*?], para 2,5 mM, 5,0
mM e 8,0 mM, as porcentagens médias da -dT/dt em relagao
aos valores basais no grupo obeso foram 28 = 14%, 25 + 13%
e 18 = 15%, respectivamente, versus 88 + 55%, 67% =+ 22 e
59 =+ 21%, respectivamente, no grupo controle. Semelhante a
tendéncia observada para a TD, o comportamento mecanico
tendeu a mostrar uma diminuigao da -dT/dt em resposta ao célcio
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Fig. 2 - Efeitos da elevagdo da concentragdo de célcio extracelular (0,625 até 8,0 mM) nas respostas inotropicas de miocérdios controles (barras pretas; n = 8) e obesos
(barras cinza; n = 7). Concentragéo de célcio basal (0,625 mM) representa 100%. A: TD - tensdo méxima desenvolvida; B: TR tenséo de repouso; C: +dT/dt - velocidade
maxima de variagdo positiva da tensdo desenvolvida; D: -dT/dt - velocidade méxima de decréscimo da tensdo desenvolvida; E: TPT - tempo para atingir o pico da
tensdo desenvolvida; F: TR, - tempo para a tenséo desenvolvida decrescer 50% de seu valor maximo. Data séo percentuais médios em relagéo ao valor basal + DP;
*p < 0,05 versus grupo controle; Anélise de variéncia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas para esquema de dois fatores independentes; teste de comparagdes

multiplas de Tukey.
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extracelular na concentracao de célcio de 1,25 mM (27% + 11
versus 53 = 26%, p = 0,06). Nao foram observadas diferencas
entre 0s grupos para os outros parametros (TR, +dT/dt, TPT, TR, ).

Efeitos do potencial pés-pausa

Os resultados mostrados na figura 3 indicam que o PPP
induziu uma maior resposta na TD e na -dT/dt do grupo
controle do que dos ratos obesos. A TD e a -dT/dt foram
significantemente diminuidas no miocdrdio dos ratos obesos
ap6s 30 segundos de cessagdo do estimulo. O percentual

médio da DT em relagao ao valor basal no grupo obeso foi
24 = 7% versus 39 = 15% no grupo controle. Nesse sentido
(ap6s o PPP), o percentual da -dT/dt em relagao ao valor basal
foi 6 = 3% no grupo obeso versus 24 + 15% no controle.
Nao foram observadas diferencas entre os dois grupos para
os outros parametros (TR, + dT/dt, TPT, TR, ).

Estimulacao com isoproterenol

Para todos os parametros avaliados, o miocérdio do grupo
obeso nao apresentou diferenga na resposta a estimulagao

TD (% do valor basal)

0

+dT/dt (% do valor basal)

0-

=

150

TPT (% do valor basal)

TR (% do valor basal)

=

-dT/dt (% do valor basal)

e

TR,, (% do valor basal)

Fig. 3 - Efeitos do potencial pés-pausa no miocérdio de coragéo de ratos controles (n = 8) e obesos (n = 7) apds o estimulo ser cessado por 30 sequndos. A: TD - tensdo
maxima desenvolvida; B: TR tenséo de repouso; C: +dT/dt - velocidade méxima de variagéo positiva da tenséo desenvolvida; D: -dT/dt - velocidade méxima de decréscimo
da tensdo desenvolvida; E: TPT - tempo para atingir o pico da tenséo desenvolvida; F: TR, - tempo para a tenséo desenvolvida decrescer 50% de seu valor maximo.
Data sdo percentuais médios em relagéo ao valor basal + DP; * p < 0,05 versus grupo controle; Teste ‘t” de Student para amostras independentes.
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B-adrenérgica em relagdo ao grupo controle (fig. 4). Foi
observada uma resposta isolada na +dT/dt dos ratos obesos
comparados com a dos ratos controle.

Discussao

Este estudo investigou os efeitos da obesidade induzida
por dieta sobre o desempenho funcional do miocardio,

transito de Ca*? intracelular e o sistema beta-adrenérgico. O
principal achado deste estudo é que a obesidade promove
disfuncdo cardiaca em razao de alteragdes no transito de
Ca*? intracelular, provavelmente pela redugao da ativagao
Ca*? ATPase (SERCA2) via Ca*? calmodulina quinase. Embora
nao tenham ocorrido diferengas no peso corporal final entre
os grupos, a dieta hipercaldrica utilizado foi de intensidade
e duragao suficientes para promover a obesidade em ratos,
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Fig. 4 - Efeitos do aumento da concentragdo de isoproterenol (10° até 10°° M) sobre as respostas inotropicas de miocérdios controles (barras pretas; n = 8) e obesos
(barras cinza; n = 7). Concentragéo de célcio basal (1,0 mM) representa 100%. A: TD - tensdo maxima desenvolvida; B: TR tenséo de repouso; C: +dT/dt - velocidade
maxima de variagdo positiva da tensdo desenvolvida; D: -dT/dt - velocidade méaxima de decréscimo da tenséo desenvolvida; E: TPT - tempo para atingir o pico da
tenséo desenvolvida; F: TR, - tempo para a tenséo desenvolvida decrescer 50% de seu valor méximo. Data séo percentuais médios em relagéo ao valor basal = DP;
*p < 0,05 versus grupo controle; Anélise de varidncia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas para esquema de dois fatores independentes; teste de comparagdes

multiplas de Tukey.
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medida pela porcentagem de gordura corporal (tab. 1). O
ganho de peso corporal (8,4%) foi acompanhado pelo maior
aumento da gordura corporal total de 96,1% a mais que
os ratos controles, descrevendo um modelo de obesidade
induzida por dieta. O peso corporal isolado pode levar a falsas
interpretagdes e, nesse caso, subestimar o verdadeiro grau
de obesidade que se desenvolve em ratos obesos'?”. Esses
resultados estao de acordo com vérios estudos que induziram
obesidade em ratos por meio de dietas hipercal6ricas®'" %2629
e nao observaram diferencgas no peso corporal final®#3°. Além
disso, os animais Ob tiveram a presenga de um comorbidade
associada a obesidade, a intolerancia a glicose.

A andlise da morfologia cardiaca mostrou que a obesidade nao
alterou o peso dos VE e VD. Esses dados estao de acordo com
estudos anteriores que nao mostraram hipertrofia de midcitos
em ratos obesos*”, mas em discordancia com outras publicagoes
que demonstraram maior peso do VE e VD em ratos obesos'"%°.

Um dos principais objetivos desta investigagao foi estudar
as mudangas no desempenho do miocardio em uma
preparacao de musculo papilar isolado. A preparagao isolada
mede a capacidade do musculo cardiaco de desenvolver forga
e encurtar, independentemente de mudancas em cargas,
frequéncia cardiaca e geometria da parede que podem
modificar o desempenho mecanico do coragdo in vivo*'. Além
disso, as manobras inotrépicas e lusinotrépicas também foram
utilizadas para estudar a fungao mecanica do musculo cardiaco,
a fim de identificar alteracdes na contracao e no relaxamento
que ndo poderiam ser observadas em condigoes basais. Eles
ajudam, ainda, na compreensdo dos mecanismos envolvidos
nas alteragoes funcionais do miocardio. As manobras mais
comumente utilizadas sdo: potencial pés-pausa, elevagao de
Ca*? extracelular e estimulagao beta-adrenérgica. No presente
estudo, a avaliacao da fungao dos mdsculos papilares mostrou
que a obesidade nao promoveu alteragdes em relagao aos
dados basais. Este resultado ndo é consistente com Relling e
cols.", que verificaram diminuigao do pico de encurtamento
e da velocidade méxima de encurtamento, assim como
prolongamento da duracao de encurtamento e relaxamento
em cardiomiécitos de ratos obesos. Outros pesquisadores
encontraram tensdo desenvolvida reduzida em condicoes
basais em musculos papilares de coelhos obesos™.

Neste estudo, o potencial pés-pausa e a elevagao da
concentragao de Ca*? extracelular promoveram uma menor
resposta nos indices de fungao miocardica na sistole (TD) e
na diastole (-dT/dt) no grupo obeso. Os achados do PPP e
da variagdo da concentragao de célcio extracelular sugerem
que a obesidade promove disfungdo dos canais regulatérios
de Ca*2 A resposta comprometida pode estar relacionada
com alteragbes no trocador Na*/Ca*? (NCX), canais tipo-L
do sarcolema, reticulo sarcoplasmatico (RS) e na sensibilidade
dos miofilamentos ao Ca*? 3.

O potencial pés-pausa nos permitiu estudar aspectos da
participagao do RS no ciclo de contragao-relaxamento do
musculo cardiaco. No mdsculo ventricular dos ratos, o PPP
é reconhecido como uma fungdo composta de tempo de
estimulo e re-estimulo dependente de Ca*? dentro do RS*,
combinado com um pequeno ganho celular de Ca*? por meio
da troca Na*/Ca*?3*. A primeira contragao é maior do que a
contragao do estado estaciondrio, quando estimulada apds

intervalo de repouso®. Portanto, essa potencializagao do PPP
é altamente dependente do aumento da liberagdo de Ca*?
do reticulo sarcoplasmético®-".

Neste estudo, o PPP induziu uma resposta significativamente
diminuida na -dT/dt e TD no miocardio de ratos obesos
(fig. 3). Os dados sdo consistentes com estudo prévio que
mostrou menor resposta contratil em ratos obesos Zucker
ap6s 60 segundos de cessagao do estimulo'. Como -dT/dt
é influenciada pela frequéncia de absorgao de fons calcio
para o RS*?, a menor recaptura de Ca*? demonstrada pela
-dT/dt nos ratos obesos sugere que a atividade SERCA2 foi
deprimida. A diminuigao da -dT/dt com altas concentragoes
de Ca*? citosdlico sugere que a ativagdo da SERCA2 via Ca*?
- calmodulina quinase pode estar deprimida pela obesidade.
A redugao significativa da tensao desenvolvida observada nos
ratos obesos poderia ser resultante de estoques diminuidos
de Ca*? do RS e reducao da liberagao de Ca*? por meio dos
receptores rianodina. Além disso, ndo podemos rejeitar a
hipétese de que a obesidade reduz a taxa de dissociacao de
Ca*? pela troponina C. Outros estudos sao necessarios para
esclarecer essa relagao entre troponina C e afinidade ao calcio.

A elevacao de Ca*? extracelular altera as fases de contracao
e relaxamento em razdo do aumento da concentracao de
Ca*? disponivel no citosol, uma vez que essa interfe no
funcionamento do canal tipo-L, NCX e RS*:. A menor resposta
a elevacdo de Ca*? extracelular nos ratos obesos (fig. 2)
pode estar relacionada a uma redugdo do influxo de Ca*?
por meio dos canais tipo-L e/ou alteragdes na fungdo de RS,
como verificado no PPP. Esses resultados estao de acordo com
prévios estudos que observaram disfungao cardiaca e resposta
deprimida a elevagdo de Ca*? extracelular em midcitos' e
mUsculos papilares' de ratos obesos. No entanto, outro estudo
encontrou resposta elevada em razao do aumento de Ca*?
extracelular em ratos alimentados com dieta rica em gordura®.

O sistema beta-adrenérgico tem papel fundamental no
desempenho cardiaco, desde que promova alteragoes no
ciclo de Ca*? intracelular. Essa alteragao resulta da fosforilagio
via AMP ciclico, aumentando o influxo de Ca*™? por meio dos
canais tipo L do sarcolema, a recaptura de Ca*? pela SERCA2 e
facilitando a dissociagao de Ca*? pela troponina-C. Alteragoes
em um ou mais componentes da via beta-adrenérgica tém
sido implicados na redugdo da resposta contratil aos beta-
agonistas***°. Os dados da estimulagdo com isoproterenol
revelam que o sistema beta-adrenérgico e a fosforilacao do
AMPc das proteinas relacionadas com o transito de Ca*?,
incluindo fosfolambam (PLB) e SERCA2, foram preservados
nos ratos obesos. Esse resultado reforca a ideia de que a -dT/dt
reduzida observada nos ratos obesos provavelemente ocorreu
por diminui¢ao da fosforilagdo do PLB via Ca*? calmodulina
quinase. Respostas cardiacas semelhantes a estimulagao beta-
adrenérgica foram observadas previamente em coelhos obesos’.

Conclusao

Esta investigagdo mostra que a obesidade promove
disfungao miocardica e essa alteragdo pode ser atribuida,
possivelmente, a redugao da captagao de Ca** pela SERCA2
em razao de menor ativagdo via Ca*? - calmodulina quinase.
Outros estudos sao necessdrios para confirmar esses dados.
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