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Resumo

Fundamento: Varios autores mostraram que a deterioracao da funcao cardiaca associa-se com o grau e a duracao da
obesidade. Os padroes de expressao génica apds longos periodos de obesidade precisam ser estabelecidos.

Objetivo: Este estudo testou a hipétese de que a exposicao prolongada a obesidade leva a reducao nos niveis de RNAm
de proteinas envolvidas na homeostase do Ca** miocardico. Além disso, este estudo avaliou se uma diminuicao no
horménio tireoidiano causava reducao na expressao de RNAm.

Métodos: Ratos Wistar machos de 30 dias de idade foram distribuidos em dois grupos: controle (C) e obeso (Ob). O
grupo C recebeu uma dieta padrao e o grupo Ob recebeu dietas hiperlipidicas por 15, 30 e 45 semanas. A obesidade foi
definida pelo indice de adiposidade. A expressao génica foi avaliada por PCR em tempo real quantitativa.

Resultados: O indice de adiposidade foi maior no grupo Ob do que no C em todas as etapas. Enquanto a obesidade nas
semanas 15 e 45 determinou uma redugao no RNAm de Ca?*"ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a), trocador
Na*/Ca** (NCX) e calsequestrina (CSQ), observou-se aumento da expressao do RNAm de canal de Ca** do tipo L,
receptor de rianodina, SERCA2a, fosfolamban (PLB), NCX e CSQ apés a semana 30, em comparacao ao grupo C. Nao
houve associacao significativa entre os niveis de T, e a expressao de RNAm.

Conclusées: Nossos dados indicam que a obesidade por curtos ou longos periodos de tempo pode promover
alteracao na expressao génica de proteinas reguladoras da homeostase do Ca®>* sem influéncia do horménio
tireoidiano (Arq Bras Cardiol. 2013;100(3):229-237).
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Abstract

Background: Several authors have shown that deterioration of cardiac function is associated with the degree and duration of obesity. It is
necessary to establish the gene expression patterns after prolonged periods of obesity.

Objective: This study tested the hypothesis that increased duration of exposure to obesity leads to a reduction in the mRNA levels of proteins
involved in regulation of myocardial Ca’* homeostasis. In addition, this study verified whether the decrease in mRNA expression was caused by
a reduction in thyroid hormone.

Methods: Thirty-day-old male Wistar rats were distributed in two groups: control (C) and obese (Ob). The C group was fed a standard diet
and the Ob was fed with high-fat diets for 15, 30 and 45 weeks. Obesity was defined by adiposity index. The gene expression was assessed by
quantitative real-time PCR.

Results: The adiposity index was higher in the Ob compared to the C after all periods. While obesity at 15 and 45 weeks resulted in a reduction in
mRNA of sarcoplasmic reticulum Ca?*-ATPase (SERCA2a), Na*/Ca?* exchanger (NCX), and calsequestrin (CSQ), L-type Ca’* channels, ryanodine
receptor, SERCA2a, phospholamban (PLB), NCX, and CSQ expression were increased compared to the C after 30 weeks. There was no significant
association between T3 levels and mRNA expression.

Conclusions: Our data indicate that obesity over the short and long periods of time may promote alteration in gene expression of Ca*’
homeostasis regulatory proteins without influence by thyroid hormone (Arq Bras Cardiol. 2013;100(3):229-237).
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Introducao

A obesidade é o distlrbio metabélico cronico mais
prevalente nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento'.
Essa doenca desempenha papel importante na morbidade
cardiovascular através de mdltiplos mecanismos, entre
os quais a homeostase do calcio (Ca?*) intracelular®*.
Vdrias proteinas e canais, como Ca®*-ATPase do reticulo
sarcoplasmético (SERCA2a), receptor de rianodina (RyR),
fosfolamban (PLB), canal de Ca?* do tipo L, calsequestrina
(CSQ) e trocador Na*/Ca** (NCX), regulam a homeostase
do Ca%?" no mdasculo cardiaco®*. Portanto, alteragbes na
expressao e/ou fungdo dessas proteinas reguladoras do
Ca** poderiam ser responsdveis pela disfuncao cardiaca
em modelos humanos e experimentais.

Estudos anteriores com avaliagbes por curtos periodos
da expressao génica das proteinas reguladoras do Ca**
em modelos de obesidade experimental mostraram
resultados dispares®’. Estudos com caes alimentados com
uma dieta hiperlipidica por seis semanas mostraram niveis
semelhantes de RNAm do RyR nos grupos controle e de
dieta hiperlipidica®. Outros estudos com caes recebendo
uma dieta hiperlipidica por nove semanas mostraram
redugao da expressdo génica do RNAm de SERCA2a e
PLB no miocardio®. Lima-Leopoldo e cols.” mostraram que
ratos obesos recebendo um ciclo de dietas hiperlipidicas
por 15 semanas, além de solugdo de agua e aglcar,
apresentavam niveis elevados do RNAm de SERCA2a, PLB
e RyR. Como muitos autores mostraram que a disfuncao
cardiaca estd associada ao grau e a duracao da obesidade,
tornou-se necessdrio estabelecer os padroes de expressao
génica apos longos periodos de obesidade.

O coragao é um importante 6rgao-alvo para a agao do
hormonio tireoidiano (HT)*'°. Sugeriu-se que a habilidade do HT
de regular a fungdo cardiaca envolve seus efeitos gendmicos'"'2.
Nesse aspecto, a influéncia e/ou o papel do HT nas proteinas
reguladoras de Ca’* tem sido objeto de grande investigagao'*'* e
varios estudos relataram o envolvimento do HT como modulador
da transcricao génica®*'#'>. Entretanto, pouco se sabe sobre a
relagdo entre a duragdo da obesidade, a expressao génica de
proteinas reguladoras do Ca2+ cardiacas e o HT.

Considerando-se essa falta de informacgao, este estudo
teve como propésito testar a hipdtese de que a exposigao
prolongada a obesidade leva a redugao dos niveis de
expressao do RNAm de protefnas envolvidas na homeostase
do Ca?" miocardico. Ainda, este estudo verificou se tal
diminuigao na expressao génica acompanhou-se de redugao
nos niveis de HT.

Material e Métodos

Animais e procedimentos

Todos os procedimentos envolvendo animais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu, UNESP, Sdo Paulo, Brasil
(protocolo 573) e realizados conforme o Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals publicado pelo National
Research Council em 1996'.
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Este estudo usou ratos Wistar machos de 30 dias de idade,
pesando cerca de 100 g, originarios do biotério central da
Faculdade de Medicina de Botucatu. Os animais foram
alojados individualmente em gaiolas, com livre acesso a
agua, tendo sido submetidos aos diferentes regimes dietéticos
descritos abaixo. Foram mantidos em condi¢des ambientais
padrao, com controle de luz (ciclos claro/escuro de 12 h; luz
a partir das 6 horas), de temperatura ambiente (23 = 3°C),
e de umidade relativa (60 = 5%).

Desenho do estudo

Ap6s sete dias de aclimatagdo, os ratos foram randomizados
em dois grupos: controle (C, n = 30) e obeso (Ob, n = 30). O
grupo C recebeu dieta padrdo e o grupo Ob recebeu, de forma
alternada, quatro dietas hiperlipidicas palataveis. O ganho de
peso e o peso corporal foram monitorados uma vez por semana.

Na semana 3 deste estudo, estabeleceu-se o inicio
da obesidade com base no ganho de peso previamente
determinado pelo nosso grupo de estudo (dados nao
publicados). Nessa ocasido, semana 3, os ratos dos grupos C e
Ob foram randomizados em seis novos grupos (C,,, Ob, ., C,,
Ob,,, C,, e Ob,), tendo sido mantidas suas respectivas dietas
por 15, 30 e 45 semanas consecutivas.

Dietas

As dietas experimentais foram preparadas sob a forma de
pastilhas por Agroceres (Rio Claro, SP, Brasil). A dieta padrao
(RC Focus 1765) consistiu em 12,3% kcal de gordura, 57,9%
kcal de carboidratos, e 29,8% kcal de proteina. As quatro dietas
hiperlipidicas palataveis (RC Focus 2413, 2414, 2415, e 2416)
continham 49,2% kcal de gordura, 28,9% kcal de carboidratos,
e 21,9% kcal de proteinas. Essas dietas hiperlipidicas eram
hipercaléricas (dieta hiperlipidica = 3,65 kcal/g versus dieta
hipolipidica = 2,95 kcal/g) devido ao maior contetdo de
energia proveniente da gordura. As dietas hiperlipidicas eram
compostas de dcidos graxos saturados e insaturados, que
forneciam 20% e 80% das calorias derivadas de gordura,
respectivamente. Os componentes das dietas padrao e
hiperlipidica foram previamente descritos'”.

Caracterizacao de obesidade

Utilizou-se um critério baseado no indice de adiposidade
para confirmar a obesidade dos animais. Apds serem
anestesiados (pentobarbital sédico 50 mg/kg, intraperitoneal),
os animais foram decapitados e toracotomizados, e
seus coxins adiposos dissecados e pesados. O indice de
adiposidade foi calculado de acordo com a seguinte férmula:
indice de adiposidade = (gordura corporal total (GC)/peso
corporal final) X 100. A GC foi determinada a partir da soma
dos pesos dos coxins adiposos, como se segue: GC = gordura
epididimal + gordura retroperitoneal + gordura visceral.

Comorbidades associadas a obesidade

Os ratos dos modelos de obesidade induzida por dieta
podem desenvolver algumas caracteristicas da obesidade
humana, como hipertensao, intolerancia a glicose (GL),
resisténcia insulinica, dislipidemia, hiperinsulinemia e
hiperleptinemia. As seguintes avaliagdes foram realizadas em
todos os grupos.
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Pressao arterial sistélica (PAS)

Ap6s periodos de observacao, a PAS da cauda foi medida
em cada animal com o manguito semiautomatico para cauda
Narco BioSystems® PE 300 (International Biomedical, Austin,
TX, EUA). A média de duas medidas foi registrada.

Teste de tolerancia a GL (TTG) e indice do modelo
homeostatico para avaliar resisténcia insulinica (HOMA-IR)

Apbs 15, 30 e 45 semanas de tratamento, tolerancia a
GL e resisténcia insulinica foram avaliadas através de TTG e
HOMA-IR, respectivamente. Todos os ratos foram submetidos
a jejum de 4-6 horas antes do TTG'. Apés o periodo de
jejum, uma amostra de sangue foi colhida da ponta da cauda
em um tubo heparinizado. A glicemia basal de cada animal
foi imediatamente determinada usando-se um glicosimetro
(Accuchek Advantage; Roche Diagnostics Co., Indianapolis,
IN, EUA). Em seguida, 2 g/kg de GL (Sigma-Aldrich®, St Louis,
MO, EUA) foram injetados por via intravenosa e a glicemia
medida ap6s 15, 30, 60, 90, e 120 minutos'®. A intolerancia
a GL foi avaliada pela érea sob a curva (AUC) para GL. O
HOMA-IR foi expresso como um indice de resisténcia insulinica
e calculado pela seguinte férmula: HOMA-IR = [glicemia de
jejum (mmol/l) x insulinemia de jejum (uU/ml)}/22,5. Todos os
ratos alimentaram-se normalmente e recuperaram seus pesos
corporais em até um dia apés esse regime.

Medida de triglicerideos (TG) e analise hormonal

Ao final de cada periodo experimental (15, 30 e
45 semanas), os animais foram submetidos a jejum por
12-15 h, anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/ kg,
intraperitoneal) e decapitados. Amostras de sangue foram
colhidas em tubos heparinizados, e o soro separado por
centrifugagdao a 3000 X g por 15 minutos e 4°C, sendo
armazenado a —80°C para analise posterior. Os niveis de TG,
insulina e leptina foram medidos no soro. A concentracao
sérica de TG foi medida com um kit comercial (CELM,® Sao
Paulo, Brasil), utilizando-se um sistema de anélise enzimatica
automatico (Technicon, RA-XT™ System, Global Medical
Instrumentation, Minnesota, EUA). Os niveis de leptina e
insulina foram determinados com kits comerciais (Linco
Research Inc., St. Louis, MO, EUA), utilizando-se ELISA.

As concentragdes séricas de triiodotironina livre (T,) e
horménio tireoestimulante (TSH) foram analisadas usando
Diagnostics Products Genese (Sao Paulo, SP, Brasil) com
Luminex Corporation’s xMAP Technology™, através de
imunoensaio multiplex, Lincoplex kits (Linco Research Inc,
St. Louis, MO, EUA).

Expressao génica de importantes proteinas reguladoras do
Ca?*intracelular

O RNA total foi extraido do tecido cardiaco (ventriculo
esquerdo) utilizando-se Trizol (Invitrogen), de acordo com
orientagao do fabricante. O kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, CA, EUA) foi usado
para a sintese de DNA complementar (cDNA) a partir
de 1000 ng de RNA total. Utilizou-se PCR em tempo
real para medir quantitativamente os niveis de RNAm de
SERCA2a (Rn00568762_mT1), RyR (Rn01470303_m1), PLB

(Rn01434045_m1), canal de Ca’* do tipo L (Rn00709287_m1),
CSQ (Rn00567508_m1) e NCX (Rn00570527_mT1). Para tal,
utilizaram-se TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, CA, EUA), conforme as instrugdes do fabricante, e
o sistema de deteccao Applied Biosystems StepOne Plus. Todas
as amostras foram avaliadas trés vezes. As condigoes de ciclagem
foram as seguintes: ativacdo da enzima a 50°C por 2 minutos;
desnaturagao a 95°C por 10 minutos; amplificagdo dos produtos
de cDNA por 40 ciclos de desnaturagao a 95°C por 15 segundos;
e anelamento/extensao a 60°C por 1 minuto. A expressao génica
foi quantificada em relagao aos valores dos grupos C (C,,, C,,
e C,) apés normalizagdo por um controle interno (B-actina,
Rn00667869 m1), sendo determinada pelo método 242, como
anteriormente descrito™.

Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média
+ desvio padrdo. As caracteristicas gerais, comorbidades,
dosagens hormonais e expressao génica das proteinas
reguladoras do Ca?" intracelular foram avaliadas através de
analise de variancia de dois fatores (ANOVA) para amostras
independentes. Quando diferengas significativas foram
encontradas (p<0,05), aplicou-se o teste de Bonferroni post
hoc para comparagées miltiplas. A associacao entre os niveis
de HT e a expressao génica de proteinas reguladoras do Ca**
intracelular foi analisada pelo teste de correlagao linear de
Pearson. O nivel de significancia foi de 5%.

Resultados

Caracteristicas gerais e comorbidades

A Figura 1 apresenta as caracteristicas gerais dos
animais. Em comparagdo aos animais controle, os obesos
apresentaram valores significativamente maiores para as
seguintes varidveis em todas as etapas do experimento: peso
corporal final; ganho de peso; gordura corporal e indice de
adiposidade (Figura 1, Painéis A, B, C e D). Utilizando-se o
indice de adiposidade como indicador de obesidade, os ratos
obesos apresentaram 79,5%, 82% e 69,5% mais gordura do
que seus respectivos controles apés 15, 30 e 45 semanas,
respectivamente (Figura 1D). A exposigao prolongada a
dieta hiperlipidica nao influenciou o grau de obesidade,
pois a gordura corporal e o indice de adiposidade foram
semelhantes nos diferentes grupos Ob (Figura 1C e D).

A Figura 2 resume as comorbidades associadas
com obesidade. A AUC para GL e o HOMA-IR foram
significativamente afetados pela exposicao a obesidade.
Os ratos dos grupos Ob apresentaram AUC para GL
significativamente maior do que seus respectivos controles
(Ob,,>C, Ob, >C, e Ob, >C,; p < 0,05) (Figura 2A).
Os valores de HOMA-IR foram também significativamente
maiores nos ratos dos grupos Ob do que naqueles dos grupos
controle (Ob,,>C,_.e Ob,,>C,; p < 0,05) (Figura 2B).
Embora os valores do HOMA-IR nao tenham diferido
significativamente entre os grupos na semana 30, essa medida
apresentou uma tendéncia a ser maior (p = 0,054) nos ratos
dos grupos Ob do que nos controle (Figura 2B).
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Figura 1 - Peso corporal final (A), ganho de peso (B), gordura corporal (C) e indice de adiposidade (D) em ratos controle (barras brancas) e ratos obesos (barras cinza)
apos 15, 30 e 45 semanas de experimento. Dados apresentados como média + DP; ANOVA de dois fatores e teste de Bonferroni post hoc; * p<0,05 vs grupo controle.
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Figura 2 - AUC - Area sob a curva do teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (A); indice HOMA-IR (B), PAS : Presséo arterial sistdlica (C), e perfil lipidico (D) em
ratos controle (barras brancas) e ratos obesos (barras cinza) apés 15, 30 e 45 semanas de experimento. Dados apresentados como média + DP; ANOVA de dois fatores
e teste de Bonferroni post hoc; * p < 0,05 vs grupo controle.
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O TTG revelou comprometimento da tolerancia a GL
no grupo Ob em todas as etapas do experimento, o que é
consistente com a nogao de que obesidade é frequentemente
acompanhada de resisténcia insulinica, que foi observada
neste estudo e determinada pelo HOMA-IR. Além disso, a
Figura 2D mostra significativa alteracdo nos niveis séricos
de TG na obesidade induzida por dieta hiperlipidica em
comparagao aqueles nos trés grupos C (Ob,,>C . e Ob, >C, ;
p < 0,05). Na semana 45, os niveis de TG nao diferiram
significativamente entre os grupos (p = 0,086). A duragao da
obesidade nao teve efeito na PAS nos grupos Ob (Figura 2C).

Analise hormonal

A Tabela 1 apresenta os valores de leptina, insulina, T, e
TSH. A dieta hiperlipidica causou uma significativa elevagao nos
niveis de leptina e insulina em todas as etapas do experimento.
A duragao da obesidade afetou significativamente os niveis de
leptina entre as semanas 15 e 45 (Ob,.>Ob,,; p < 0,05). No
entanto, os niveis de leptina nao diferiram significativamente
nos grupos Ob entre as semanas 15 e 30 ou 30 e 45 (Ob,, versus
Ob,, p = 0,055; e Ob, versus Ob,,, p = 0,09). Houve uma
tendéncia a elevagao nos niveis de leptina com o tempo, que foi
influenciada pela duragao da exposicao a obesidade (Tabela 1).
Além disso, a obesidade prolongada (Ob,, > Ob, e Ob,,
p < 0,05) causou uma maior elevagao dos niveis de insulina
em comparagao com a obesidade de curto e médio prazo,
indicando que a duragao da obesidade resultou em maior
resisténcia insulinica (Tabela 1). De acordo com os resultados
obtidos para leptina e insulina, a obesidade em todas as etapas
acompanhou-se de hiperinsulinemia e hiperleptinemia.

Os niveis séricos de T, e TSH foram determinados para
avaliar o papel dos HTs na transcricao génica induzida por
obesidade induzida por dieta hiperlipidica (Tabela 1). A duragao
da obesidade causou diferentes respostas nos niveis séricos de
TSH nas semanas 15 e 45 nos grupos C e Ob (C,; > Ob,;
C,; <Ob,,). Os niveis de TSH nao diferiram significativamente
entre os grupos C e Ob apés a semana 30 de obesidade. Além
disso, longos periodos de obesidade influenciaram os niveis

de TSH nos grupos Ob nas semanas 15 vs 45 (Ob,; < Ob,,).

Tabela 1 - Analise hormonal dos grupos do experimento

No entanto, a obesidade decorrente de exposicao prolongada
a dieta hiperlipidica ndo causou alteragoes estatisticamente
significativas nos niveis de T, entre os grupos C e Ob em todas as
etapas do experimento (Tabela 1). Os grupos Ob apresentaram
menores niveis de T, na semana 15 (Ob,, < C,,, p = 0,068) e
maiores na semana 45 (Ob,, > C,,, p = 0,007) em comparagao
aos respectivos niveis nos grupos C. Tais resultados mostram
que T, e TSH respondem de maneira similar com relagao a
duragao da exposigao a obesidade (C,, > Ob,_; C,. < Ob,)).
Expressao génica de importantes proteinas reguladoras do
Ca**intracelular

Os niveis de RNAm das proteinas reguladoras do Ca**
intracelular foram analisados para explicar os mecanismos
através dos quais a exposicao prolongada a obesidade
modula a fungdo cardiaca. As medidas do RNAm de
SERCA2a, RyR, PLB, canais de Ca?* do tipo L, CSQ e NCX
sdo apresentadas nas Figuras 3A, B, C, D, E e F. As Figuras 3A,
E e F mostram que os diferentes periodos de obesidade
induzida por dieta hiperlipidica resultaram em significativa
redugdo da expressao génica de SERCA2a, CSQ e NCX nas
semanas 15 e 45 (C,, > Ob,; C,. > Ob,; p < 0,05). Além
disso, os niveis de PLB e canal de Ca?* do tipo L diminufram
apenas com a exposicao de curto prazo a obesidade (PLB:
C,,: 1,00 £ 0,18 vs Ob,,: 0,53 + 0,13; e canal de Ca** do
tipo L: C,.: 1,00 = 0,18 vs Ob, : 0,54 = 0,10; p < 0,05).
Os niveis de RNAm do RyR foram semelhantes nos grupos
C e Ob apés 15 e 45 semanas de obesidade. Na semana
45, a expressao génica de PLB e canal de Ca** do tipo L nao
diferiu significativamente entre os grupos C e Ob (Figuras 3C
e D). E importante notar que apés 30 semanas de obesidade
induzida por dieta hiperlipidica, os niveis de RNAm de todas
as proteinas reguladoras do Ca?* intracelular (SERCA2A, RyR,
PLB, canal de Ca?* do tipo L, CSQ e NCX) estavam elevados
em comparagao aqueles do grupo C (Figura 3A, B, C, D, E
e F). A exposigao prolongada a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica também resultou em diferencas estatisticamente
significativas nos niveis de RNAm de SERCA2A, RyR, canal
de Ca?* do tipo L, CSQ e NCX nos grupos Ob, como mostra
a Figura 3 (Ob,, > Ob,, = Ob,,).

Tratamento
Horménio Grupos
semana 15 semana 30 semana 45

c 31+09 3008 45+0,6
Leptina (ng/ml)

Ob 6,2+ 1,5 82+27* 9,9+1,9*

c 0,86 +0,19 0,81+0,10 1,35+ 0,27
Insulina (ng/ml)

Ob 1,39 £0,37* 1,18 £0,18* 2,86 +0,54*

c 20223 + 5415 14294 + 3373 19353 + 5213
T3 (pg/ml)

Ob 15874 + 1390* 18087 + 4413 23783 + 3042

c 1837 £ 574 1387 £ 93 1552 + 456
TSH (pg/ml)

Ob 1143 £ 381* 1694 + 390 2135 + 492*

Niveis séricos hormonais nos grupos controle (C) e obeso (Ob) nas semanas 15, 30 e 45, leptina e insulina - 8 animais em cada grupo; TSH - horménio tireoestimulante
e T, - trilodotironina: 6 ratos por grupo. Dados expressos como média + DP; ANOVA de dois fatores e teste de Bonferroni post hoc; * p<0,05 vs. grupo C. *p< 0,05 vs.

grupo Ob,.
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O potencial dos HTs para alterar a expressao génica
das proteinas reguladoras do Ca** intracelular também
foi avaliado. A Tabela 2 mostra os resultados do teste
de correlacdo linear de Pearson. Nao houve correlagoes
significativas entre os niveis de T, livre e os do RNAm de

SERCA2a, RyR, PLB, canal de Ca** do tipo L, e NCX. Tais
resultados demonstram que o T, livre ndo influenciou e/
ou nao regulou a transcrigao das protefnas reguladoras do
Ca** intracelular ap6s uma longa exposicao a obesidade
(Tabela 2).

RNAm SERCA2a/-actina

RNAm PBL/R-actina

RNAm CSQ/B-actina

30
Semanas

45

Semanas

B
2.09 # #
I 1f 1
(1]
£ 151
(%]
i
(<=1
[~
>
[+4
£
<
=
4
30
Semanas
D
2.0 I
1.5

RNAm canal de Ca* tipo L/B-actina

30 45
Semanas

RNAm NCX/B-actina

0.0

30
Semanas

Figura 3 - Niveis de RNAm de importantes proteinas reguladoras do Ca* intracelular determinados por PCR em tempo real de ratos controle (barras brancas) e ratos
obesos (barras cinza) apos 15, 30 e 45 semanas de experimento. A: SERCA2a - Ca*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico; B: RyR - receptor de rianodina; C: PLB -
fosfolamban; D: canal de Ca?* do tipo L; E: CSQ - calsequestrina; e F: NCX - trocador Na*/Ca*. Dados apresentados como média + DP; ANOVA de dois fatores e teste
de Bonferroni post hoc; * p<0,05 vs grupo controle; * p<0,05 vs respectivo grupo obeso.

Tabela 2 - Correlagdes entre triiodotironina livre (T,) e niveis de RNAm de proteinas reguladoras do Ca*

T
RNAmM coeficiente de correlagao 3 valor de p
SERCA2a -0,021 0,89
RyR -0,040 0,81
PLB 0,056 0,74
Canal de Ca* do tipo L -0,168 0,33
NCX -0,254 0,14

SERCA2a - Ca**-ATPase do reticulo sarcoplasmético; PLB: fosfolamban; RyR: receptor de rianodina; CSQ: calsequestrina; NCX: trocador Na*/Ca?; teste de correlagdo

linear de Pearson.
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Discussao

A obesidade alcangou niveis epidémicos recentemente,
e seus efeitos adversos foram exaustivamente estudados em
animais experimentais. No entanto, ha pouca informagao
disponivel quanto a relacdo entre a duragao da obesidade
e a regulagdo do Ca**. A maior contribuigao deste estudo
é a demonstragdo de que a exposicao a obesidade altera
a expressao génica das proteinas reguladoras do Ca** de
maneira diferente. Enquanto a exposicao a obesidade por
30 semanas promoveu elevagbes nos niveis de RNAm, a
exposigao a obesidade por 15 e 45 semanas resultou em
redugao dos niveis de RNAm, sugerindo que a obesidade
de curta exposicdo e a de longa exposicdo possam diferir
quanto ao processo de remodelacao cardiaca. Além disso,
nao houve influéncia dos HTs na expressao génica das
proteinas reguladoras do Ca?** apés longos periodos de
exposicao a obesidade. Acreditamos que este seja o primeiro
estudo a relatar a expressao de RNAm cardiaco de proteinas
reguladoras do Ca?* em animais obesos e o papel dos HTs na
regulagdo da expressao génica de proteinas reguladoras do
Ca?* em longos periodos de tempo.

Dietas ricas em gordura foram usadas por décadas para
os modelos de obesidade em roedores. A dieta hiperlipidica
usada teve intensidade e duragdo suficientes para promover
obesidade em ratos em todas as etapas experimentais (15, 30 e
45 semanas). O desenvolvimento de obesidade ao longo do
tempo caracterizou-se por diferengas significativas de peso
corporal, gordura corporal, coxins adiposos e indice de
adiposidade em comparagao a ratos controle. Segundo a
literatura, o consumo aumentado de gordura pode nao se
acompanhar de uma elevagao na oxidagao, o que favorece
uma maior deposicao de gordura em animais que recebem
uma dieta hiperlipidica®’. No entanto, neste estudo, o tempo
de exposicao a dieta hiperlipidica ndo exacerbou aquela
condigao, pois a obesidade nao foi acompanhada por uma
elevacao na intensidade ou grau da adiposidade. Como
em estudos anteriores*'*, a dieta hiperlipidica usada neste
estudo foi eficiente para promover numerosas comorbidades
associadas com obesidade de curto e longo prazo, tais como
intolerancia a GL, hiperinsulinemia, resisténcia insulinica,
hiperleptinemia e dislipidemia, observada pela elevagao de
TG séricos. Embora nao tenha havido alteragdes significativas
nos niveis de TG ap6s 45 semanas (p = 0,086), os niveis de
TG tenderam a se elevar com o tempo e com a exposigao
a obesidade. Tais resultados demonstram que a obesidade
prolongada causa alteragdes nos parametros metabélicos e
hormonais sem afetar a PAS.

Sabe-se que a obesidade se acompanha de muitas
alteracoes hormonais, como os niveis do HT. Neste estudo,
a obesidade causou um aumento nos niveis séricos de
TSH ap6s 45 semanas (Ob,, > C,,), provavelmente devido
aos niveis elevados de leptina no grupo Ob. Estudos com
animais experimentais e com seres humanos mostraram
que a leptina estimula a liberacao de TSH*?%. Além disso,
estudos anteriores mostraram uma relagao positiva entre
niveis séricos de TSH e leptina, indicando que os HTs sofrem
um processo de adaptagdo com a adiposidade crescente*°.
A auséncia de alteracées nos niveis de leptina e TSH no
grupo C ao longo do tempo corrobora essa afirmagao. Outro

importante achado do presente estudo é que as respostas de
T, e TSH mostraram tendéncias semelhantes nos grupos Ob
ao longo do tempo. Segundo a literatura®, alteragoes nos
niveis de T, e TSH frequentemente se associam a alteracdes
na gordura corporal, e nossos resultados sugerem que esse
efeito possa ser influenciado pelos niveis elevados de leptina
ao longo do tempo.

N .

Com relagao a pesquisa usando modelos obesos,
acreditamos ser este o primeiro estudo a avaliar a influéncia
da exposicao prolongada a obesidade na expressao génica
de proteinas reguladoras do Ca**. Em cardiomidcitos, as
proteinas associadas com a regulagdo do Ca?* miocardico
participam na liberacdo, recaptura e extrusao do Ca**,
desempenhando um papel chave na regulagao da fungao
cardiaca®*. O presente estudo mostrou que a duragao da
obesidade resultou em diferentes respostas na expressao
génica de proteinas reguladoras do Ca?* apés 15, 30 e
45 semanas. Nossos resultados mostraram que a obesidade
induzida por uma dieta hiperlipidica causou inicialmente
(semana 15) uma reducdo da expressao génica. Em
consequéncia, na semana 30, os mecanismos celulares
envolvidos no funcionamento do coragao aumentaram
numa tentativa de reestabelecer os niveis de RNAm cardiaco
molecular. Apds a normalizacao desse processo, a transcrigao
de RNAm voltou a niveis normais e/ou reduzidos (semana
45). Tais achados sugerem que, no presente estudo, houve
remodelamento dos processos cardiacos ap6s longos
periodos de exposicao a obesidade. Rider e cols.>? afirmaram
que o remodelamento cardiaco é uma caracteristica
adaptativa da obesidade. Segundo Cohn e cols.*}, o
remodelamento cardiaco é definido como uma expressao
genodmica que resulta em alteragdes moleculares, celulares e
intersticiais, sendo clinicamente manifesta como alteragbes
de tamanho, forma e funcao do coragao, e resultando de
sobrecarga ou lesao cardiaca. Além disso, aqueles autores
relatam que o remodelamento cardiaco é influenciado por
sobrecarga hemodinamica, ativagao neuro-hormonal e
outros fatores ainda em investigagao. Logo, uma possivel
explicagao para nossos resultados é que esse processo
possa estar relacionado a sobrecarga de gordura imposta ao
coragdo. Apds 15 semanas, tal sobrecarga representa uma
agressao ao coragao (obesidade), que entdo se remodela para
normalizar as alteragbes cardiacas moleculares e celulares
na semana 30. Finalmente, o coragao se adapta, retornando
aos niveis normais e/ou reduzidos de RNAm (semana 45),
uma vez ndo ser mais necessario manter niveis aumentados
de RNA. Esses resultados podem ser corroborados pelos
nossos estudos anteriores e outros demonstrando que a
obesidade induziu e promoveu disfungao miocardica'’**%,
que poderia estar relacionada a alteragoes nos niveis de
RNAm apés 15 semanas de obesidade. Além disso, pesquisas
conduzidas em nosso laboratério mostraram que a fungao
cardfaca volta ao normal apés 30 e 45 semanas de obesidade
(dados nao publicados).

Uma explicagao alternativa para a normalizacao do
processo de remodelamento cardiaco apds 45 semanas pode
estar relacionada a composicao da dieta. A dieta hiperlipidica
usada neste estudo consistiu de grande quantidade de 4cidos
graxos insaturados, o que pode ter sido um mecanismo de
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protegdo para o coragao, mesmo na presenca de obesidade.
Os mecanismos subjacentes aos efeitos da exposigao
prolongada a obesidade nos niveis de RNAm de proteinas
reguladoras do Ca?* permanecem desconhecidos. Os
agentes e as vias que podem mediar as respostas moleculares
e celulares (alteragbes na expressdo génica) envolvidas
no remodelamento cardiaco incluem vdrias citocinas,
receptores B-adrenérgicos, neurotransmissores, mensageiros
intracelulares e hormoénios, como a insulina®3¢38,

Um importante mediador envolvido na ativacao de vérios
fatores de transcrigao e, portanto, fundamental nas respostas
de expressao génica é o HT. A literatura relata que os HTs
podem desempenhar um papel positivo na expressao génica
de SERCA, RyR e canal de Ca** do tipo L, e um papel negativo
na expressao de PLB e NCX°. Entretanto, em desacordo com
essa hipétese, o HT nao afetou a expressao génica de proteinas
reguladoras do Ca?*miocardico, tendo por base a andlise de
correlacao, que demostrou nenhuma associagao significativa
entre T, e os niveis de RNAm de proteinas reguladoras do Ca?*.
Como mostrado no processo de remodelamento cardiaco,
diferentes estimulos externos podem ativar varios fatores de
transcrigao®. Logo, podemos inferir que o mesmo mediador/
estimulo possa ter ativado diferentes fatores de transcricao,
levando a respostas semelhantes na expressao génica. Como
a obesidade se associa a niveis elevados de endotelina,
angiotensina Il e citocinas®*, que atuam através de diferentes
fatores de transcrigdo, parece provavel que alguns desses
fatores estejam envolvidos nas mudangas na expressao de
RNAm de proteinas reguladoras do Ca**.

Conclusao

Nossos dados indicam que a obesidade por curtos ou
longos perfodos de tempo pode promover alteracdo na
expressao génica de proteinas reguladoras da homeostase do
Ca?* sem influéncia do HT. Um importante aspecto é que o
conhecimento das alteragdes do RNAm em diferentes etapas
durante o desenvolvimento e estabelecimento da obesidade
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