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RESUMO

NEVES, Fabiana Alves. Efeito do consumo da dieta ocidental sobre o metabolismo
energético cardiaco em camundongos Swiss. 2016. 126 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias - Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A obesidade, doenca resultante do acumulo excessivo de gordura corporal, é
importante fator de risco para diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias e doencas
cardiovasculares, doencas de alta prevaléncia no mundo. O processo de transi¢ao
nutricional decorrente da urbanizacao contribuiu para o crescente nimero de individuos
com obesidade, principalmente pela modificacdo nos habitos alimentares da populacéo,
com inclusdo de produtos industrializados, ricos em gordura saturada, sal e acUcar,
denominada dieta ocidental. Os mecanismos pelos quais a obesidade induzida por dieta
leva ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares nao estdo completamente
esclarecidos, porém sabe-se que a obesidade leva ao comprometimento da funcao
cardiaca e metabolismo energético, aumentando a morbidade e mortalidade. Na maioria
dos estudos sobre obesidade, o0 metabolismo energético celular comprometido associa-
se a disfuncdo mitocondrial. Neste contexto, torna-se importante avaliar o efeito da
obesidade induzida por dieta ocidental sobre o metabolismo energético cardiaco. No
presente estudo, avaliamos em camundongos Swiss, o efeito da dieta ocidental pelos
periodos de 1, 2, 6, 10 e 16 semanas apés o desmame. Para tal, analisamos
parametros biométricos, ingestéo alimentar, bioquimica plasmatica, tolerancia a glicose,
consumo de oxigénio mitocondrial das fibras cardiacas frente aos substratos para
carboidratos (CHO) e acidos graxos (AG), producdo de ATP cardiaco, contetdo das
proteinas envolvidas no metabolismo energético: CPT1, UCP2, PGC-1a, GLUT1,
GLUT4, IRB, PI3K, IRS-1, AMPK, pAMPK, FABPpm, CD36 e o0s complexos
mitocondriais |-V, além da expressdo génica das proteinas: CPT1, UCP2, UCPS3,
GLUT4, PPAR-a e MHC-B, histologia do coracdo e do figado. As diferencas entre os
grupos foram analisadas por Two-way ANOVA, com significancia p<0,05. Com 1
semana, o GO apresentou reducdo da oxidacdo e RCR para CHO com aumento de
MRNA CPT-1. ApOs 2 semanas observou-se, reducdo da oxidacdo e RCR para AG, e
do contetdo de ATP cardiaco, IRS-1 e mRNA UCP2 e 3, aumento da glicemia de jejum,
HOMA-IR, colesterol total, conteddo de CPT-1 e FABPpm. O GO alimentado por 6
semanas apresentou aumento da ingestdo calérica, gordura epididimal (GE), glicemia
de jejum, HOMA-IR e mRNA MHC-B. Diminuicdo da tolerancia a glicose, dos conteudos
de GLUT4 FM, IRS-1 e PI3K. Com 10 e 16 semanas, houve aumento no GO da massa
corporal, das gorduras GE e retroperitoneal, peso do figado e estimativa para esteatose
hepatica, peso do VE e da razdo VE/CT, colesterol total e triglicerideos, glicemia e
insulina de jejum, HOMA-IR e mMRNA MHC-B. Redugao da oxidacdo e RCR de CHO e
AG, conteudo de ATP cardiaco, da tolerancia a glicose, dos conteudos de GLUT4 FM,
IRS-1, PI3K, FABPpm, mRNA das proteinas PPAR-a, UCP2 e 3. O acumulo ectodpico de
gordura no figado e desorganizacéo e fibrose dos cardiomidcitos foi observado no GO a
partir de 2 semanas. Aumento da razdo pAMPK/AMPK, somente com 10 semanas.
Aumento do indice de Lee e menor conteldo de PGC-1a, CD36 e mRNA GLUT4
apenas com 16 semanas de dieta. Com base nestes resultados, sugerimos que o
consumo da dieta ocidental a curto prazo altera o metabolismo energético cardiaco,
tendo como consequéncia a longo prazo o estabelecimento da obesidade.

Palavras-chave: Dieta ocidental. Disfuncdo mitocondrial. Metabolismo energético
cardiaco. Obesidade induzida por dieta.



ABSTRACT

NEVES, Fabiana Alves. Effect of Western diet consumption on the cardiac energetic
metabolismo in Swiss mice. 2016. 126 f. Tese (Doutorado em Ciéncias -
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Obesity, a disease resulting from excessive accumulation of body fat, is a risk
factor for type 2 diabetes, dyslipidemia and cardiovascular diseases, which are of high
prevalence worldwide. Nutritional transition, a process associated with urbanization, has
contributed to growing obesity, mainly by changing eating habits of the population, with
broad inclusion of industrial products high in saturated fat, salt and sugar, called Western
diet. The mechanisms by which diet-induced obesity leads to cardiovascular disease are
not completely understood, but it is known that obesity leads to impairment of energy
metabolism and cardiac function, increasing morbidity and mortality. In most obesity
studies, the related cellular energy metabolism is compromised associated with
mitochondrial dysfunction. In this context, it becomes important to investigate the effect
of Western diet induced obesity in cardiac energy metabolism. In the present study, we
evaluated the Western diet effect in Swiss mice for 1, 2, 6, 10 and 16 weeks from
weaning. We analyzed biometric parameters, food intake, plasma biochemistry, glucose
tolerance, mitochondrial oxygen consumption of cardiac fibers by carbohydrates (CHO)
and fatty acids (AG) substrates, cardiac ATP content, the content of proteins involved in
energy metabolism: CPT1, UCP2, PGC-1a, GLUT1, GLUT4, IRB, PI3K, IRS-1, AMPK,
pAMPK, FABPpm, CD36 and the mitochondrial complexes (I-V), in addition to the mRNA
expression of proteins CPT1, UCP2, UCP3, GLUT4, PPAR-a and MHC-3, cardiac and
liver histology. The differences between groups were analyzed by Two-way ANOVA,
significance level p<0.05. Over 1 week the GO showed reduced CHO oxidation and RCR
with increased CPT-1 mRNA. After 2 weeks we observed reduced AG oxidation and
RCR, lower cardiac ATP content, IRS-1 and UCP2/UCP3 mRNA, increased fasting
glucose, HOMA-IR, total cholesterol, CPT-1 and FABPpm contents. The GO fed for 6
weeks showed increased food intake (Kcal), epididymal fat, fasting glucose, HOMA-IR
and the MHC-B mRNA. Reduced glucose tolerance, GLUT4 FM, IRS-1 and PI3K
contents. 10 and 16 weeks of diet consumption caused increase in body mass,
epididymal and retroperitoneal fat, liver weight and liver/body weight ratio, left ventricular
weight and left ventricular weight/tibia length ratio, total cholesterol and triglycerides,
glucose and fasted insulin, HOMA-IR and the MHC-B mRNA. Reduced oxidation and
RCR of CHO and AG, cardiac ATP content, glucose tolerance, GLUT4 FM, IRS-1, PI3K
and FABPpm contents, and PPAR-a, UCP2/UCP3 mRNA. Ectopic fat accumulation in
the liver, disorganization and fibrosis of cardiomyocytes was observed in GO after 2
weeks. Increased pAMPK/AMPK ratio was demonstrated only with 10 weeks. Increased
Lee index and lower content of PGC-1a, CD36 and GLUT4 mRNA, only after 16 weeks
of diet. According to the results, we suggest that short-term Western diet consumption
leads to cardiac energy metabolism impairment, resulting in the long-term the obesity
establishment.

Keywords: Cardiac energy metabolism. Diet-induced obesity. Mitochondrial
dysfunction. Western diet.
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INTRODUCAO

s

A obesidade é importante fator de risco para diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemias e doencgas cardiovasculares e se tornou um problema grave em todo o
mundo.

O processo de transi¢cado nutricional decorrente da urbanizagéo contribuiu para
o crescente numero de individuos com obesidade, principalmente pela modificacdo
nos habitos alimentares, com ampla inclusdo de produtos industrializados ricos em
gordura saturada, sal e agucar.

Grande parte destes estudos apresenta relacao positiva entre a ingestao de
gordura e a incidéncia de obesidade, assim como o0 consumo excessivo de
carboidratos simples também tem sido associado a doencas crénicas, como
obesidade, cancer de célon, diabetes e doencas cardiovasculares.

Os mecanismos pelos quais a obesidade induzida por dieta leva ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares ainda ndo estdo bem esclarecidos,
porém sabe-se que a obesidade, quando n&o tratada, leva ao comprometimento da
funcdo cardiaca e do metabolismo energético, aumentando a morbidade e
mortalidade. Em grande parte dos estudos relacionados a obesidade, o metabolismo
energeético celular estd comprometido associado a disfuncdo mitocondrial.

Neste contexto, o presente trabalho visou avaliar o metabolismo energético
cardiaco em modelo experimental de obesidade induzida por dieta ocidental.
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1 OBESIDADE

A obesidade, doenca resultante do acumulo excessivo de gordura corporal,
associa-se a doencas cardiovasculares, hipertensdo, diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemias, esteatose hepatica ndo-alcodlica e alguns tipos de cancer (OMS, 1998
e 2000).

Os dados publicados em 2008 pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) da
populacdo com sobrepeso e obesidade, utilizando o indice de massa corporal (IMC -
massa corporal (kg)/estatura (m)?) (OMS, 1998), estimou que 35% dos adultos no
mundo, com idade igual ou superior a 20 anos, apresentavam excesso de peso (IMC
> 25 kg/m?) (34% homens e 35% das mulheres) e que 10% dos homens e 14% da
mulheres eram obesos (IMC 2 30 kg/m?). Constatou-se, ainda, que os indices de
obesidade praticamente dobraram entre 1980 e 2008, visto que em 1980 somente
5% da populacdo de homens e 8% de mulheres eram obesos (OMS, 2008).

A OMS relatou que pelo menos 2,8 milhGes de pessoas morrem a cada ano
como resultado do sobrepeso ou obesidade, e estima-se que 35,8 milhdes das
mortes prematuras ou de individuos incapacitados, avaliados pelo indicador DALY
(Anos de vida ajustados), sdo causados por excesso de peso ou obesidade (OMS,
2013).

Nos anos de 2010 e 2015, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) e o Ministério da Saude divulgaram dois grandes levantamentos sobre o
excesso de peso e obesidade no Brasil, a Pesquisa de Orgcamentos Familiares 2008-
2009 (POF) e a VIGITEL Brasil 2014 (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao
para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico), respectivamente. A POF apontou
que 16,6% dos meninos e 11,8% das meninas na faixa etaria de 5 a 9 anos eram
obesos. Foi observado na populacdo com mais de 20 anos de idade um aumento
continuo de excesso de peso e obesidade ao longo de 35 anos, onde 0 excesso de
peso quase triplicou entre homens, passando de 18,5% para 50,1%, e entre
mulheres o aumento foi menor, de 28,7% para 48% (IBGE, 1976; IBGE, 2010). A
VIGITEL 2014 constatou uma frequéncia de 52,5% de excesso de peso em
individuos adultos, sendo maior entre homens (56,5%) do que em mulheres (49,1%),
e frequéncia de 17,9% de adultos obesos. Os dados de ambas as pesquisas sao

preocupantes, visto que evidenciam um grande aumento na frequéncia tanto de
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sobrepeso quanto de obesidade entre criangcas e adultos (IBGE, 2010; BRASIL,
2014).

Neste contexto, a crescente prevaléncia de sobrepeso e obesidade no Brasil
e no mundo tem contribuido para a elevacdo da morbimortalidade e,
consequentemente, maiores custos nos setores diretamente relacionados aos
servicos de saude e naqueles indiretamente relacionados ao impacto sobre a
qualidade de vida e produtividade. Como todos esses fatores tém consequéncias
econdmicas relevantes, a obesidade tem se tornado um problema de saude publica
com forte impacto na economia de um pais (RTVELADZE et al., 2013; ATELLA et
al., 2015).

No intuito de compreender melhor os fatores relacionados ao
desenvolvimento da obesidade, visando criacdo de estratégias na reducdo da
incidéncia de obesidade e suas comorbidades, inimeras investigacfes tém sido
desenvolvidas. A maioria destas investigacdes conclui que, apesar do carater
multifatorial da obesidade, as modificacdes oriundas da globalizacdo nos fatores
ambientais e socioecondmicos contribuiram para que a populacdo modificasse seus
hébitos alimentares, processo conhecido como transicdo nutricional. Ou seja, a
populacdo passou a consumir alimentos mais cal6ricos e ricos em gordura, sal e
acucar (POPKIN, 2011; BEZERRA et al., 2015; MUSTAJOKI, 2015). Concomitante
as mudancas nos habitos alimentares, a reducdo da pratica de atividade fisica, ou
seja, reducdo do gasto caldrico, tem contribuido de forma significativa com o
desequilibrio energético global (POPKIN, 2011).

Em consequéncia desta nova tendéncia alimentar, conhecida também como
dieta ocidental (Western diet), podem ser observados efeitos negativos na saude da
populacao no que diz respeito ao acumulo excessivo de gordura corporal, sobrepeso
e obesidade. Assim, a dieta ocidental é considerada um fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), como as doencas
cardiovasculares e a sindrome metabdlica (MENDONCA & ANJOS, 2004; ZAMBON
et al., 2009; DINICOLANTONIO et al., 2015; SANDERS, 2015).
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1.1 Obesidade e alteracfes da dieta

Dada a importancia da obesidade na promocao de uma cascata de doencas
secundarias e importante fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCV) (ZALESIN et al., 2011; LANDINI et al., 2015; TURKER et al.,
2015) estudos epidemiolégicos tém sido realizados para a compreensao dos fatores
envolvidos na sua patogénese. Grande parte destes estudos apresenta relagcéo
positiva entre a ingestdo de gordura e a incidéncia de obesidade (SMILOWITZ et al.,
2010; SAN-CRISTOBAL et al., 2015; MARTINEZ-USEROS & GARCIA-FONCILLAS,
2016). Porém, de acordo com WILLET & LEIBEL (2002) e TAUBES (2001), dietas
ricas em gordura ndo parecem ser a causa primaria da alta prevaléncia do excesso
de peso em nossa sociedade e a reducdo do consumo de gordura ndo seria a
solucéo, visto que dietas ricas em carboidratos podem ser ainda piores por serem
mais palataveis, o que levaria ao aumento do consumo cal6rico. Além disso, o
consumo excessivo de carboidrato simples também tem sido associado a doencas
crbnicas, como obesidade, diabetes, DCV e cancer de célon (TE MORENGA et al.,
2014; OKREGLICKA, 2015). Em animais de laboratério, o uso de dietas com alto
teor de gordura induz ganho excessivo de peso com sucesso (HARIRI & THIBAULT,
2010; BAGNOL et al., 2012; ASSAAD et al., 2014; EWIJK PA, et al., 2015). Porém,
nao s6 0 aumento da ingestdo de gordura tem relevancia, a qualidade da gordura
também €& uma variavel extremamente importante para o desenvolvimento da
obesidade nutricional, visto que nem todos os acidos graxos tem carater
obesogénico (CRESCENZO et al., 2015a). Um dos principais viéses encontrados em
estudos epidemioldgicos esta relacionado a informacéo sobre a dieta, principalmente
guanto a sua qualidade (DELANY et al., 2000; STORLIEN et al., 2001; WANG et al.,
2002; MOUSSAVI et al., 2008).

Neste contexto, modelos experimentais de obesidade induzida por dieta sao
considerados adequados para estudar 0s mecanismos relacionados ao
desenvolvimento desta doenca, pois além de permitirem maior controle da qualidade
e guantidade da dieta ingerida, permitem avaliar com maior precisdo o ganho de
peso corporal dos animais e as modificacbes do metabolismo energético
(BUETTNER et al., 2007; CRESCENZO et al., 2015a; MITTWEDE et al., 2015;
ORNELLAS et al., 2015).
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Em modelos animais, a obesidade pode ser avaliada por critérios baseados
no ganho de peso corporal ou indice de obesidade, conhecido como indice de Lee,
e/ou pelo aumento da massa de gordura corporal. Quanto ao ganho de peso
corporal, o grau de obesidade tem sido classificado da seguinte forma: valores entre
10-25% de incremento no peso corporal, classifica-se como obesidade moderada
(HARROLD et al., 2000; WOODS et al., 2003), e quando o percentual no ganho de
peso € superior a 40%, classifica-se como obesidade severa (LEVIN & DUNN-
MEYNELL, 2002). Ja o indice de Lee é um parametro para avaliar a obesidade em
roedores, semelhante ao indice de massa corporal (IMC) em seres humanos. Tal
indice foi definido por Lee em 1929 através do seguinte célculo: raiz cubica do peso
corporal (g) dividido pelo comprimento naso-anal (cm), multiplicado por 1000 (LEE,
1929).

Quanto a qualidade da gordura da dieta, os diferentes estudos evidenciam
que uma dieta rica em &cidos graxos saturados (AGS) configura efeito obesogénico
mais pronunciado do que dietas ricas em acidos graxos poliinsaturados (AGP),
conferindo maior massa corporal e acumulo de gordura corporal (HARIRI et al.,
2010a; CRESCENZO et al., 2015a; GUASH-FERRE et al., 2015; MORIO et al.,
2016).

O efeito obesogénico dos AGS pode ser explicado por sua reduzida utilizagédo
na geracdo de energia, sendo estes continuamente acilados em triglicerideos e
armazenados no tecido adiposo, enquanto que os AGP e monoinsaturados (AGM)
sao facilmente utilizados para a producédo de energia e, consequentemente, pouco
armazenados (PIERS et al., 2002; CASAS-AGUSTENCH et al., 2009; YANG et al.,
2016).

Outro fator importante para a obtencdo de animais obesos com o modelo de
obesidade induzida pela dieta € a idade na qual os animais serdo submetidos a
dieta. Estudos com roedores alimentados com dieta hiperlipidica desde a infancia
evidenciam maior propensao a obesidade na vida adulta (MILLER, 1979; ROSINI et
al., 2012).
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1.2 Obesidade e doencas cardiovasculares

Os mecanismos pelos quais a obesidade induzida por dieta leva ao
remodelamento e disfuncdo cardiaca ainda ndo estdo bem esclarecidos na literatura,
porém sabe-se que a obesidade, quando nao tratada, leva a hipertrofia cardiaca e
comprometimento da funcdo do miocardio e metabolismo energético, contribuindo
para o aumento da morbidade e mortalidade cardiaca (KO et al., 2009; LEOPOLDO
et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2015).

A hipertrofia cardiaca € definida como um processo celular marcado pelo
aumento de tamanho dos cardiomiécitos, acumulo de proteinas sarcomeéricas e
reorganizacdo da estrutura miofibrilar (YANG et al., 2007). E considerada uma
resposta adaptativa do coracdo frente a alteragbes hemodinamicas devido a
estimulos fisioldégicos (crescimento, exercicio, gravidez e etc.) ou a condi¢cdes
patolégicas, como: hipertensdo, disfuncéo ventricular, insuficiéncia cardiaca, entre
outros. Os mecanismos que levam a hipertrofia cardiaca durante os estados
fisiolégicos e patologicos sdo bem diferentes. Na hipertrofia fisiolégica, o trabalho
hemodindmico em excesso gera um estresse mecanico no coracao e resulta no
alongamento dos cardiomiécitos e na inducdo da expressdo génica de fatores de
crescimento cardiaco. Além disso, estudos recentes demonstraram que, enquanto a
hipertrofia fisiologica esta associada ao aumento da capacidade mitocondrial em
oxidar acidos graxos no coracado, a hipertrofia patologica estd associada a reducéo
na oxidacdo de &cidos graxos e consequente aumento na utilizacdo da glicose
(ALLARD, 2004).

Em condicdes patoldgicas, o descompasso entre a captacao e utilizacdo de
acidos graxos, que em cardiomidcitos é regulada pelo PPAR-a (receptor ativado do
proliferador de peroxissomo), resulta no acumulo ectopico de triglicerideos nos
cardiomiécitos. Essa condicdo adaptativa € conhecida como esteatose cardiaca e
gera um efeito toxico nos cardiomiécitos, conhecido como cardiomiopatia lipotdxica
(GLENN et al., 2015; WEI et al., 2016). Essa infiltracdo lipidica inicia o processo de
apoptose das células cardiacas, levando ao remodelamento do ventriculo esquerdo,
e consequente desordem na interagcdo entre o0 metabolismo e a contracao,
progredindo para a disfuncéo e faléncia cardiaca, o que contribui para o aumento de
morte por doencas cardiovasculares em individuos obesos (GUSTAFSSON &
GOTTLIEB, 2003).
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A insuficiéncia cardiaca € uma sindrome complexa e multicausal cronica,
caracterizada por incapacidade da bomba cardiaca em atender as exigéncias do
organismo. Esta incapacidade pode ser decorrente de oferta diminuida de oxigénio
e/ou da reducdo de disponibilidade de substratos por doenca arterial coronaria, ou
disfuncdo mitocondrial induzida por fatores genéticos ou téxicos. Ou ainda, pode
resultar do aumento da carga de trabalho do miocérdio, apos hipertenséo, por
exemplo, a partir de alteracbes na estrutura cardiaca ou utilizacao ineficiente de
ATP, levando a uma perda na utilizacdo de energia. Sendo assim, sugere-se que as
alteracdes no metabolismo energético sdo eventos-chave na progressado da doenca
(TAEGTMEYER, 2004; NEUBAUER, 2007; INGWALL, 2009)com efeitos
também nos musculos periféricos, criando um estado deficiente de energia
caracterizado por miopatia metabodlica generalizada (METTAUER et al., 2006;
VENTURA-CLAPIER et al., 2011).

A combinagéo dos fatores de risco cardiometabdlicos, incluindo a obesidade
visceral, intolerancia a glicose ou diabetes tipo 2, hipertrigliceridemia, reducéo nos
niveis de HDL colesterol e hipertensdo representam a sindrome metabdlica. Tal
sindrome tem aumentado rapidamente sua prevaléncia mundial como consequéncia
da "epidemia" de obesidade, com impacto consideravel sobre a incidéncia global de
doencas cardiovasculares e diabetes tipo 2 (DI CHIARA et al., 2012; DOMINGUEZ &
BARBAGALLO, 2016).

Visto que a obesidade € um potencial mediador de morbidade e mortalidade
cardiovascular, existe o crescente interesse sobre a investigacdo do papel do
acumulo de gordura na ocorréncia de modificacbes no metabolismo energético,
visando futuros tratamentos e intervencfes de impacto favoravel na saude publica

quanto a prevencao da sindrome metabolica (ZALESIN et al., 2011).
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2 METABOLISMO ENERGETICO DO CORACAO

O coracéao € o orgao responsavel por bombear sangue dos vasos sanguineos
para a periferia por repetidas contracfes ritmica com intensidade variavel. Como tal,
0 coracado apresenta uma flexibilidade metabdlica, ou seja, ele é capaz de
metabolizar varios substratos, incluindo &acidos graxos, glicose, corpos cetbnicos,
lactato e até mesmo aminoacidos, em resposta as mudancas de carga de trabalho,
disponibilidade de substratos, horménios, fluxo coronariano e metabolismo
energético, selecionando o substrato adequado no momento certo para atender a
continua demanda de energia sob a forma de ATP (STANLEY et al., 2005; HUE &
TAEGTMEYER, 2009; ROGGE, 2009; VENTURA-CLAPIER et al., 2011).

Apesar da flexibilidade metabdlica do coracdo, os cardiomiocitos adultos
utilizam preferencialmente os &acidos graxos (60-70%) como substrato, seguido da
glicose (20%) e lactato (10%), sendo o fornecimento destes substratos cruciais para
manter a atividade contrétil sob condi¢des fisiologicas (RUSSELL et al., 2005).

2.1 Metabolismo de lipidios

Em condicbes saudaveis, o coracdo utiliza os acidos graxos de cadeia longa,
que podem ser transportados ligados a albumina (ndo esterificados), por
quilomicrons (triglicerideos da dieta) ou por lipoproteinas de muito baixa densidade
(triglicerideos sintetizados endogenamente), conhecidas como VLDL (VAN DER
VUSSE et al., 1992; VAN DER VUSSE et al., 2000).

Os cardiomiécitos utilizam preferencialmente os triglicerideos ligados a
albumina e os contidos em quilomicrons aos transportados por VLDL, indicando
seletividade na utilizacdo de lipideos (HAUTON et al., 2001; AUGUSTUS, et al.,
2003; NIU, et al., 2004). Inicialmente, os triglicerideos exégenos e enddgenos sao
hidrolisados pela lipoproteina lipase ligada na superficie dos cardiomiécitos para a
liberacdo de acidos graxos livres (MERKEL et al., 2002; AUGUSTUS et al., 2003;
YAGYU et al., 2003; YOKOYAMA et al., 2004). Uma vez livres, 0s acidos graxos séo
transportados por proteinas através do sarcolema mediado por uma translocase
(FAT/CD36), ou por uma proteina de ligacdo de acidos graxos da membrana

plasmatica (FABPpm) ou, ainda, por proteinas transportadoras de acidos graxos
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(FATP1 e 6) (VAN DER VUSSE et al.,, 2000; GLATZ et al., 2001; LUIKEN et al.,
2002; SCHAFFER, 2002; LUIKEN et al., 2003).

A FAT/CD36 pode translocar-se entre vesiculas intracelulares e o sarcolema
em resposta a estimulos, incluindo insulina e a proteina quinase ativada por AMP
(AMPK), para aumentar agudamente a taxa de absorcdo de acidos graxos (LUIKEN
et al., 2002; LUIKEN et al., 2003). Uma vez dentro do citosol, os acidos graxos de
cadeia longa séo esterificados a acidos graxos de cadeia longa acil coenzima A
(AGCLCoA), e, dependendo da demanda metabdlica do coracdo, podem ser
transportados para o interior da mitocondria para iniciar a 3-oxidac¢ao (Figura 1) ou
sao esterificados no citosol. A captacdo e a determinacdo da taxa de entrada de
acidos graxos na B-oxidacdo mitocondrial sdo reguladas pela carnitina palmitoil-L
transferase 1 (CPT1), que se encontra entre as membranas interna e externa da
mitocondria (Figura 1), sendo considerada uma proteina-chave da captacdo de
acidos graxos pelas mitocondrias (LOPASCHUK et al., 1994; KERNER & HOPPEL,
2000; KERNER et al., 2014).

A atividade da CPT-1 é fortemente inibida pela malonil-CoA, que se liga a
CPT1 no lado citosodlico da enzima (ZAMMIT et al.,, 1997; KERNER & HOPPEL,
2000). Existem duas isoformas da CPT1: CPT1q, predominante no figado, e CPT1(
encontrada principalmente no coracdo (MCGARRY & BROWN, 1997). A CPT1B3 é 30
vezes mais sensivel a inibicdo pela malonil-CoA que a CPT1a (WEIS et al., 1994;
MCGARRY & BROWN, 1997). A malonil-CoA é uma enzima chave na regulacéo da
oxidacao fisiolégica dos acidos graxos no coracéo, visto que a reducao desta enzima
aumenta a absorcado e a oxidagdo de acidos graxos (KUDO et al., 1995; HALL et al.,
1996; ABU-ELHEIGA et al., 2001), ao passo que seu aumento suprime a oxidagao
dos acidos graxos (SADDIK et al., 1993; STANLEY et al., 1996). A malonil-CoA é
formada a partir da carboxilacdo de acetil-CoA pela acetil-CoA carboxilase (ACC)
(SADDIK et al., 1993; KUDO et al.,, 1995; HALL et al.,, 1996; GOODWIN &
TAEGTMEYER, 1999; RUDERMAN et al., 1999) e tem uma rapida taxa de turnover
no coracdo (RESZKO et al., 2001; RESZKO et al., 2004). A maioria do acetil-CoA
dos cardiomiocitos se encontra na mitocondria, no entanto, a atividade da CPT1 é
regulada pela malonil-CoA formada a partir da carboxilacdo de acetil-CoA
extramitocondrial.

A atividade da acetil-CoA carboxilase (ACC) € inibida pela fosforilagcdo da
AMPK (KUDO et al., 1995; MUOIO et al., 1999; SAHA et al., 2000), assim a ativagao
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de AMPK pode resultar em redugcdo da formacdo de malonil-CoA, aumento da
oxidacdo dos &acidos graxos (DYCK et al., 1999; DYCK & LOPASCHUK, 2002),
translocacdo do transportador de glicose e captacdo de glicose (RUSSELL et al.,
1999; COVEN et al., 2003; XING et al., 2003). Ou seja, a ativacdo da AMPK pode
resultar no aumento do metabolismo de carboidratos e lipidios. Assim, quando a
taxa metabdlica do coragéo € elevada, como ocorre durante o exercicio, 0 aumento
da atividade de AMPK aumenta a producéo de acetil-CoA de ambos 0s substratos
(carboidratos e lipidios) para assegurar o fornecimento adequado de substrato para
a mitocondria (COVEN et al., 2003).

Ap0s a captacdo dos acidos graxos pela CPT1 para o interior da mitocondria,
inicia-se o0 processo de p-oxidacao, gerando NADH e FADH.. Este processo envolve
quatro reacdes com enzimas especificas para cada passo. O primeiro passo é
catalisado pela acil-CoA desidrogenase, seguida pela 2-enoil-CoA hidratase, e o
terceiro passo pela 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase. O Ultimo passo é catalisado
pela 3 cetoacil-CoA Tiolase (3-KAT), que regenera o acil-CoA para uma nova (-
oxidacao, liberando o acetil-CoA para o ciclo de Krebs. A acil-CoA desidrogenase e
a 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase geram FADH2 e o NADH respectivamente, e 0
acetil-CoA formado a partir da B-oxidacdo gera mais NADH e FADH:2 no ciclo de
Krebs, conhecido também como ciclo do acido tricarboxilico ou ciclo do acido citrico
(figura 1) (STANLEY et al., 2005).

Os corpos cetdnicos, sintetizados a partir de acidos graxos livres no figado,
podem também ser metabolizados em acetil-CoA no coracao para a entrada no ciclo
de Krebs. O aumento da utilizacdo de corpos cetbnicos suprime tanto a utilizacdo de
acidos graxos como de glicose, tal processo € conhecido como integragédo
metabodlica entre os substratos fisiologicos (VANOVERSCHELDE et al., 1993;
TARDIF et al.,, 2001; HASSELBAINK et al., 2003; STANLEY et al., 2003;
PELLETIER & CODERRE, 2007).
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Figura 1 - Metabolismo energético: fornecimento de energia celular
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Legenda: ACT = ciclo do &cido tricarboxilico; ADP = adenosina difosfato; ATP = adenosina
trifosfato; CPT= carnitina palmitoil transferase; FADH2 = dinucleotideo de flavina e
adenina; NADH = dinucleotideo de nicotinamida e adenina, O2 = oxigénio; PDH =
Piruvato desidrogenase, H+ = ion hidrogénio.

Nota: Vias de substratos no metabolismo muscular. Oxidacdo de glicose, &cidos graxos e
aminoacidos geram Acetil Coa. A energia da oxidacdo € conservada como NADH+H* e
FADH2, que séo utilizados pelo sistema de transporte de elétrons para produzir um gradiente
quimiostético (forgca préton-motriz) no espago intermembranas mitocondrial. Esta forca
proton-motriz € dissipada para a sintese de ATP e pelo “Préton leak” via transportador de
nucleotideo de adenina (ANT) e ativa proteinas desacopladoras (UCPx). A demanda por
ATP e “Préton leak” sdo mais determinantes do consumo de oxigénio e produc¢ao de calor do
gue o substrato a ser oxidado.

Fonte: Adaptacdo: TURNER, N. et al. Fatty acid metabolism, energy expenditure and insulin

resistance in muscle. J Endocrinol. v. 220, n. 2, p. T61-T79, Jan. 2014.
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2.2 Metabolismo de carboidratos

A via glicolitica € o centro do metabolismo dos carboidratos, utilizada em
todos os tecidos para a quebra da glicose com o objetivo de fornecer energia em
forma de ATP e intermedidrios para outras vias metabdlicas. Os substratos
glicoliticos sédo derivados da glicose exdgena e dos estoques de glicogénio
(STANLEY, 2005).

A captacdo de glicose nos cardiomiécitos ocorre por transporte facilitado e é
regulada pelos transportadores de glicose, GLUT1 e GLUT4, sendo captada em
maior proporgéo pelo GLUT4 (MUECKLER, 1994; FISCHER et al., 1997; LUIKEN et
al., 2015). Ambos os GLUTs néo se localizam apenas no sarcolema, mas também
em compartimentos de armazenamento intracelular (ZORZANO et al., 1997). O
GLUT4 é translocado para o sarcolema por vesiculas intracelulares para aumentar a
captacdo de glicose em resposta a estimulacado de insulina e ativacdo da AMPK
(FISCHER et al., 1995; PATEL et al., 2016).

Quando o nivel de glicose no sangue se encontra elevado, ha estimulos para
a secrecdo de insulina pelas células B-pancreaticas. Uma vez liberada na corrente
sanguinea, a insulina se liga ao seu receptor na subunidade B (IRB), desencadeando
uma cascata de fosforilacdo de proteinas que consistem na ativacao do substrato do
receptor de insulina 1 (IRS-1), fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), proteina quinase B
(Akt) e proteina quinase C (PKC) (HUANG & CZECH, 2007; MACKENZIE & ELLIOT,
2014). Finalmente, o sinal é transmitido para as vesiculas de armazenamento do
GLUT4, estimulando sua translocacdo para a membrana plasmatica, culminando na
captacdo da glicose pelas células. Este sistema é importante para manter a
homeostase da glicose, sendo a insulina o hormonio capaz de reduzir os niveis de
glicose no sangue. Portanto, um sistema de transporte deficiente de glicose no
musculo esquelético ou cardiaco leva a hiperglicemia e subsequente resisténcia a
insulina (NISHIUMI et al., 2010; BRADLEY et al., 2015).

Apoés a captacdo da glicose, esta é rapidamente fosforilada pela hexoquinase
(HK) em glicose-6-fosfato. Deste ponto em diante, a glicose pode participar de
diferentes vias, sendo as principais: glicélise e glicogénese (HEATHER & CLARKE,
2011).

A fosfofrutoquinase-1 (PFK-1) € uma enzima chave na regulacdo da via

glicolitica, visto que catalisa o0 primeiro passo irreversivel da via. A PFK-1 utiliza
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adenosina trifosfato (ATP) para produzir frutose 1,6-bifosfato, sendo ativada por
adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e fosfato inorganico (Pi).
E inibida por ATP e pela frutose 1,6-bifosfato quando ha uma reducéo do pH, sendo
assim, o aumento na concentracédo de H* inibe a PFK-1 quando os niveis de ATP se
encontram elevados. Quando h& o acimulo de AMP, a sensibilidade da PFK-1 em
relacdo a concentracdo de H* reduz. O acumulo de citrato diminui a glicélise em
varios tecidos quando ha um aumento na oxidacédo de acidos graxos, logo, o citrato
€ um regulador alostérico negativo da PFK-1 ligado as alteracdes no metabolismo
oxidativo mitocondrial, fato este proposto por Randle (RANDLE et al., 1968;
RANDLE et al., 1970; COORT et al., 2007).

A partir da frutose-6-fosfato e da enzima bifuncional fosfofrutoquinase-
2/frutose-2,6-bisfosfatase (PFK-2) é formada a enzima F2,6BP que estimula
potencialmente a PFK-1 (HUE et al., 1995), através do aumento da afinidade da
PFK-1 pela frutose 6-fosfato, reduzindo os efeitos inibitérios do ATP. A producéo de
F2,6BP em si € altamente regulada pela atividade da PFK-2 por trés principais
mecanismos: 1) por modulacéo alostérica da atividade da PFK-2; 2) pelo controle da
fosforilacdo da atividade da PFK-2; e 3) pelo controle transcricional da atividade
enzimatica (RIDER et al., 1992). Sua inibicdo ocorre alostericamente por citrato, que
ao reduzir os niveis de F2,6BP pode inibir a atividade da PFK-1. Uma série de
horménios que ativam a glicolise, incluindo a insulina, glucagon, epinefrina,
norepinefrina e horménio da tiredide, exerce controle sobre a fosforilacdo da PFK-2
(KANTOR, 2004). Além disso, a AMPK também pode fosforilar a PFK-2. Tal
mecanismo é interessante para a compreensao da aceleracédo da glicolise induzida
por AMP (MARSIN et al., 2000).

A enzima (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) catalisa a
conversdo de (gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-difosfoglicerato produzindo duas
moléculas de NADH que se originam da glicolise. A GAPDH é uma enzima
importante na regulagdo da via glicolitica, uma vez que o acumulo de NADH no
citoplasma inibe a taxa de reacdo da GAPDH. Ao passo que o aumento de NAD*
ativa a GAPDH. Altas concentracfes de lactato inibem a regeneracdo de NAD* a
partir de NADH, reduzindo o fluxo através de GAPDH que é reduzido, assim como
altas concentractes de 1,3-difosfoglicerato (STANLEY, 2005).

O piruvato € o produto final da glicélise, que, dependendo da disponibilidade

de oxigénio, pode entrar na mitocondria para oxidacéo ou ser reduzido a lactato no
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citosol pela a¢do da lactato desidrogenase (LDH - glicolise anaerdbia). A piruvato
desidrogenase mitocondrial (PDH) é responsavel pela descarboxilagdo oxidativa do
piruvato a acetil-CoA, permitindo sua entrada no ciclo do acido citrico. A PDH é
fosforilada e inibida pelas enzimas piruvato desidrogenase quinase (PDK) 1-4, que
sao ativadas por NADH e acetil-CoA, gerado quando o status de energia dos
cardiomiécitos é elevado ou quando os acidos graxos e corpos cetdnicos sao
predominantemente utilizados como combustiveis (BOWKER-KINLEY et al., 1998).
Em contraste, a PDH é desfosforilada e ativada pela fosfatase piruvato
desidrogenase (PDP), que é ativada pelo calcio, e intensamente ativada pela
insulina no musculo e figado, mediada por uma proteina quinase Cd que induz a
fosforilacdo da PDP (CARUSO et al., 2001).

A oxidacdo de glicose e piruvato e a atividade da PDH no coracdo sao
reduzidas quando a taxa de oxidacdo de acidos graxos se encontra elevada. Além
disso, a oxidacdo do piruvato € aumentada quando a oxidacao de acidos graxos se
encontra reduzida, ou por reducdo dos niveis plasmaticos de AGL ou por uma
inibicdo direta da oxidacdo de &cidos graxos (LOPASCHUK et al.,, 1994
SCHWARTZ et al.,, 1994; CLARKE et al., 1996; STANLEY et al., 1997). Como
discutido acima, as altas taxas de oxidacdo dos acidos graxos também inibem a
PFK-1 e a PFK-2 (e, portanto, a glicolise) através de um aumento na concentracéo
de citrato citosélico. A taxa maxima de oxidacdo do piruvato é determinada pelo grau
de fosforilacdo da PDH, no entanto, o fluxo real € determinado pelas concentracfes
de substratos e produtos na matriz mitocondrial (STANLEY, 1995).



33

3 BIOENERGETICA MITOCONDRIAL

3.1 Estrutura mitocondrial

A mitocondria € uma organela existente em todas as células nucleadas e
abundantes em tecidos com alta demanda de energia, como 0 musculo esquelético
e o cardiaco (JOHANNSEN & RAVUSSIN, 2009). Sua principal funcéo € a producao
de energia através da geracdo de ATP utilizando como substrato os carboidratos,
lipidios e proteinas através do processo conhecido como fosforilacdo oxidativa
(ROGGE, 2009; WHITAKER et al., 2016).

Estruturalmente, as mitocéndrias possuem uma membrana externa e uma
membrana interna, separadas por um espago intermembranar. A membrana externa
contém vérias proteinas transportadoras, chamadas de porinas, que formam
grandes canais aquosos assemelhando-se a um filtro permeavel, por onde vérias
moléculas podem entrar no espaco intermembranar, mas a maioria delas ndo pode
passar através da membrana interna. A membrana interna € altamente
especializada, contém uma variedade de proteinas transportadoras que a tornam
seletivamente permeéavel aquelas pequenas moléculas que sao metabolizadas ou
requeridas pelas varias enzimas mitocondriais concentradas na matriz. Esta
membrana é geralmente pregueada, formando reentrancias na matriz chamadas de
cristas, que aumentam a &area da membrana interna (Figura 2) (NELSON & COX,
2006; BRUCE et al., 2010). O espaco intermembranar contém varias enzimas e é o
local onde se acumulam os protons transportados da matriz (NELSON & COX, 2006;
KOWALTOWSKI et al., 2009).

A regido limitada pela membrana interna € conhecida como matriz
mitocondrial, onde proteinas, ribossomos e o DNA mitocondrial estdo contidos para
manter as funcdes da mitocondria (NELSON & COX, 2006; KOWALTOWSKI et al.,
2009).



Figura 2 - Estrutura mitocondrial
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Fonte: ©CienTIC - José Salsa, 2004 - otimizado para 1024 x 768.
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3.2 Fosforilag&o oxidativa

O processo de fosforilacdo oxidativa é dado pelo sistema de transporte de
elétrons (STE) localizado na membrana mitocondrial interna, composta por cinco
subunidades polipeptidicas: complexo | (NADH-CoQ redutase), complexo Il
(succinato-CoQ redutase), complexo Il (CoQ-citocromo c¢ redutase), complexo IV
(citocromo c¢ oxidase) e complexo V (FO-F1 ATP sintase), localizados na membrana
mitocondrial interna (Figura 3) (NELSON & COX, 2006; MCFARLAND & TURNBULL,
2009; BERARDO et al., 2011; LI et al., 2015).

Os elétrons do NADH* e do FADH? (gerados a partir da oxidacdo do acetil-
CoA no ciclo de Krebs, como descritos anteriormente) séo transferidos para os
complexos | e Il do STE (Figura 3). Estes elétrons sao transferidos ao longo do STE
e sao doados para o oxigénio (1/2032), receptor final de elétrons no complexo IV,
formando H20 (OPIE, 2004). A energia é liberada como fluxo de elétrons ao longo
do STE, sendo utilizada para bombear prétons através da membrana mitocondrial
interna para o espaco intermembranar por meio dos complexos I, Il e IV. Através
deste bombeamento, cria-se o gradiente eletroquimico de prétons ou forca préton-
motriz (AP), e o potencial de energia armazenado no AP pode ser usado para
importacdo de proteinas e Ca?+ para o interior da mitocondria, para gerar calor e
sintetizar ATP na matriz mitocondrial (Figura 3). Para a sintese de ATP, o fluxo de
prétons do espaco intermembranar para a matriz ocorre através da ATP-sintase. O
ATP da matriz mitocondrial € entdo trocado por ADP citosolico através do
transportador de nucleotideo de adenina (ANT) (JOHANNSEN & RAVUSSIN, 2009).

A eficiéncia pela qual os equivalentes redutores (a partir da oxidacdo de
acetil-CoA) sao convertidos em ATP pela fosforilagdo oxidativa é chamada de
acoplamento mitocondrial (JOHANNSEN & RAVUSSIN, 2009). Quando as
mitocondrias ndo sdo perfeitamente acopladas (desacopladas), a for¢ca proton-motriz
gerada pela fosforilagdo oxidativa normal é dissipada sob a forma de calor ao invés
de ser utilizada para impulsionar a ATP-sintase na producdo de ATP, processo
conhecido como “Préton leak” (Figura 4). O desacoplamento mitocondrial pode ser
responsavel por 20 a 25% da taxa metabdlica basal (TMB) (ROLFE & BRAND,
1997). Este processo é realizado por proteinas desacopladoras (UCPs) situadas na
membrana interna da mitocéndria (Figura 4), sendo a UCP1 a primeira isoforma

descoberta e encontrada somente na gordura marrom de mamiferos, inclusive


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McFarland%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Turnbull%20DM%22%5BAuthor%5D
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humanos (JOHANNSEN & RAVUSSIN, 2009). No individuo adulto, a expressao da
UCP1 é limitada, visto que o tecido adiposo marrom estd diminuido. Em 1997, duas
novas isoformas de UCPs (UCP2 e UCP3) foram descobertas, sendo ambas
homologas a UCP1 e expressas em adultos. A UCP2 é expressa em varios tecidos
(incluindo o tecido adiposo, musculo, coragdo, rins, sistema digestério e cérebro),
engquanto que a expressao da UCP3 se limita ao musculo esquelético (ROUSSET et
al., 2004; CARDOSO et al., 2010; XU et al., 2015). Tanto a UCP2 quanto a UCP3
tem sido relacionadas a determinacédo da taxa metabdlica basal (TMB). Walder et al.
(1998), avaliaram o contetddo de UCP2 e UCP3 em indios Pima e comprovaram a
associacdo de ambas as proteinas com a taxa metabdlica durante o sono e com o
gasto energético de 24h. Tal fato explica a variagdo genética na eficiéncia da
utilizacao de energia. A isoforma UCP4 é encontrada somente no cérebro e a sua
expressdo em células de mamiferos reduz o potencial de membrana mitocondrial.
Yu et al. (2000) observou em seu estudo abundante expressdo de UCP5 no cérebro
humano, testiculos, rins, Utero, corag¢do, pulmédo, estbmago, figado e musculo
esquelético, com a maior expressdo no cérebro e testiculos. Em ratos o mesmo
estudo relatou expressao de UCP5 no cérebro, testiculos, tecido adiposo branco,
rim, tecido adiposo marrom, musculo esquelético, figado e coragcdo. A expressao de
MRNA das proteinas UCP4 e UCP5 é modulada por meio de manipulacdes
nutricionais e de temperatura em tecidos especificos, suportando a hipétese de que
estas proteinas estdo envolvidas em adaptacdes metabdlicas associadas a tais
condicBes (YU et al., 2000; RUPPRECHT et al., 2014).
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Figura 3 - Sistema de transporte de elétrons mitocondrial
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Nota: A energia obtida através da transferéncia de elétrons (setas brancas) entre os complexos
multienziméticos é utilizada para bombear protons (setas azuis) da matriz para o espago
intermembranas, criando um gradiente eletroquimico de prétons através da membrana
mitocondrial interna. Este gradiente permite que a ATP sintase utilize o fluxo de H* através da
enzima para voltar a matriz mitocondrial para gerar ATP a partir de ADP e fosfato inorganico. O
complexo | (NADH redutase coenzima Q) recebe os elétrons transportados pelo dinucleotideo
de nicotinamida e adenina (NADH), e passa estes para a coenzima Q (ubiquinona), que
também recebe os elétrons do complexo Il (succinato desidrogenase). A Ubiguinona passa os
elétrons para o complexo Il (citocromo bcl), que passa para o citocromo c¢ (cit ¢). O citocromo
C passa os elétrons para o complexo IV (citocromo c oxidase), que utiliza estes elétrons e ions
de hidrogénio para reduzir o oxigénio molecular a agua. A producgdo de radicais superdxido
ocorre principalmente nos complexos | e Ill, especialmente sob condicbes de aumento
excessivo do gradiente de prétons.

Fonte: Obesity Online Slide Library, www.obesityonline.org



Figura 4 - Geracao de calor por desacoplamento mitocondrial
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Nota: Processo de desacoplamento mitocondrial em tecido adiposo marrom, onde a for¢a préton-
motriz é dissipada sob a forma de calor, via proteina desacopladora, ao invés de ser

utilizada para impulsionar a ATP-sintase para a producao de ATP.

Fonte: Adaptacdo: NELSON, D. L. & COX, M. M. Lehninger Principles of Biochemistry: Oxidative
Phosphorylation and Photophosphorylation. 42ed. New York: Freeman, 2006. cap. 19, p.

717.


http://www.bioinfo.org.cn/book/biochemistry/chapt18/simindex.htm
http://www.bioinfo.org.cn/book/biochemistry/chapt18/simindex.htm
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3.3 Obesidade, doengas cardiovasculares e disfun¢gdo mitocondrial

Muitos estudos experimentais tentam elucidar os mecanismos da disfungéo
cardiaca na obesidade, porém, a estreita associacdo entre obesidade, resisténcia a
insulina e diabetes tipo 2 dificultam a distincdo entre as modificacbes
verdadeiramente atribuiveis a obesidade em relagcdo as alteracbes metabdlicas
secundarias causadas pela resisténcia a insulina. No entanto, evidéncias sugerem
gue a resisténcia a insulina e a obesidade podem estar associadas a uma série de
eventos fisiopatoléogicos com consequéncias intrinsecas aos cardiomiocitos que
podem acarretar na disfuncéo do ventriculo esquerdo (VE). Estas altera¢6es incluem
a utilizacdo de substratos pelo miocardio (captacdo e utilizacdo de glicose
diminuida), disfuncdo mitocondrial (fosforilacdo oxidativa reduzida e desacoplamento
mitocondrial) (Figura 4 e 5), estresse oxidativo, aumento de apoptose, acumulo
intracelular de lipidios toxicos (lipotoxicidade), acao alterada da insulina no miocéardio
e utilizacdo alterada de calcio miocardico (BUGGER & ABEL, 2008; ABEL, 2011).

Estudos em humanos, realizados em individuos com obesidade, resisténcia a
insulina, ou diabetes tipo 2 evidenciam modificacbes similares na utilizacdo de
substratos pelo miocardio, diminuicdo da eficiéncia cardiaca, aumento do acumulo
de lipidios no miocardio, reducdo nas concentracdes de ATP, que podem ser
resultantes da disfuncdo mitocondrial (BOUDINA & ABEL, 2007; BOUDINA & ABEL,
2010; LUO et al., 2015).

Niemann et al. (2011) avaliaram cardiomiécitos de individuos ndo diabéticos e
com funcdo do VE preservada. Neste estudo observou-se que os individuos jovens
com obesidade exibiram disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, dano
mitocondrial e ativacdo dos mecanismos de apoptose, em niveis semelhantes aos
observados em idosos, com ou sem obesidade. Foram avaliados, também, os
efeitos da obesidade em modelo animal (ratos Zucker obesos com diabetes),
observando-se que o0s padrdes de expressdo génica que codificam proteinas
mitocondriais e marcadores de apoptose estavam alterados, corroborando o estudo
com humanos. Assim, este estudo sugeriu que a obesidade, por si sO, poderia ser
suficiente para prejudicar a fungdo mitocondrial nos cardiomiocitos, e que a
disfungdo mitocondrial pode potencialmente contribuir para o aumento da

suscetibilidade a insuficiéncia cardiaca em individuos obesos.



40

Além destes relatos, a disfuncdo mitocondrial ajuda a explicar outros sinais e
sintomas comuns da obesidade, incluindo baixo gasto energético, ingestdo crbnica e
excessiva de alimentos, e aumento dos marcadores de inflamacédo sistémica. A
producdo mitocondrial ineficiente de ATP apresenta também uma importante relacao
entre fatores genéticos e ambientais que podem levar ao desenvolvimento da
obesidade (ROGGE, 2009; CRESCENZO et al., 2015).

Dados recentes do nosso grupo reforcam essa associacado entre obesidade e
disfungdo mitocondrial, demonstrando que camundongos Swiss adultos com
obesidade induzida por dieta ocidental, apresentam acumulo de gordura nos
cardiomidcitos, intolerancia a glicose, desacoplamento e disfuncdo mitocondrial
cardiaca tanto para a oxidacdo de carboidratos e lipidios, sugerindo reducédo na
producdo de ATP (NEVES et al., 2014). Tais consequéncias nos levaram a
questionar quais eventos sdo primarios no desenlace entre obesidade induzida por
dieta e alteracbes do metabolismo energético acompanhado de disfuncéo
mitocondrial cardiaca.

Neste contexto, o estudo detalhado sobre as alteracbes do metabolismo
energético e disfuncdo mitocondrial cardiaca na obesidade induzida por dieta pode
auxiliar na melhor compreenséo dos fatores envolvidos no desenvolvimento desta

doenca.



Figura 5 - Disfuncdo mitocondrial na obesidade
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Nota: Na obesidade, a intolerancia a glicose e diabetes tipo 2 sdo presentes e a B-oxidacéo
reduzida no musculo cardiaco. A atividade da carnitina palmitoil transferase (CPT1),
necessaria para o transporte de acidos graxos de cadeia longa para dentro da célula, é
diminuida, levando ao acimulo de acidos graxos acil-CoA no citosol. Sob a influéncia da
enzima acetil-CoA carboxilase (ACC), o acil-CoA ndo metabolizados s&o convertidos em
malonil CoA que os resintetizam em acidos graxos, que podem se acumular dentro da
célula ou ser transportados para outros tecidos como triglicerideos. A reducdo da
capacidade de utilizacdo dos acidos graxos para producdao de ATP aumenta em
individuos obesos, levando a um aumento na dependéncia da glicélise.

Fonte: Adaptagdo: ROGGE, M. M. The Role of Impaired Mitochondrial Lipid Oxidation in Obesity.

Biol Res Nurs v.10, n.4, p. 356-73,

Apr. 2009.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Estudar o efeito da dieta ocidental sobre o metabolismo energético e a funcao

mitocondrial cardiaca em camundongos Swiss.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar o metabolismo mitocondrial cardiaco em diferentes tempos de

exposicao as dietas controle e ocidental (1, 2, 6, 10 e 16 semanas), pela observacao

dos:

a)

b)

f)

9)

h)

Parametros biométricos e ingestdo alimentar;

Tolerancia a glicose;

Funcdo mitocondrial de cardiomidcitos isolados através do consumo de

oxigénio frente a diferentes substratos energéticos;

Producdo de ATP cardiaco;

Conteudo de proteinas que participam do metabolismo energético
mitocondrial cardiaco e da sinalizacdo de insulina (CPT1, UCP2, PGC-1q,
GLUT1, GLUT4, IRB, PI3K, IRS-1, AMPK, pAMPK, FABPpm, CD36 e os

complexos mitocondriais 1-V);

Expressdo génica de proteinas que participam do metabolismo energético
cardiaco (CPT1, UCP2, UCP3, GLUT4, PPAR-a, MHC-B);

Morfologia do coracgéo e do figado;

Bioquimica do sangue (Glicose, Insulina, triglicerideos e colesterol total).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Camundongos Swiss machos de ninhadas diferentes foram adquiridos no
Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Cecal/FIOCRUZ) no dia do desmame, aos 21 dias. Os mesmos foram divididos
aleatoriamente e submetidos a dieta controle (Grupo com dieta controle - GC) ou a
dieta ocidental (Grupo com dieta ocidental - GO) por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas
oferecidas ad libitum, assim como a agua (Figura 6). Os animais foram mantidos em
caixas de polipropileno, 2 animais por caixa, sob condicbes padrdo de temperatura
(21+1°C) e umidade controlada (60£10%) com ciclo claro e escuro de 12/12h
(07:00h as 19:00h) e de exaustao de ar a cada 15 min/hora.
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Figura 6 - Esquema do modelo experimental dos camundongos Swiss submetidos as
dietas controle e ocidental

Camundongos Swiss machos

Dieta Controle Dieta Ocidental
GC GO

¥ ¥ T T T

| 1 1 1 1 [ |

| 1 | 1 1 1
Desmame 1 2 6 10 16

SEMANAS
Agua e ragiio adlibitumn

Legenda: Dietas controle (GC) e ocidental (GO).
Fonte: A autora, 2016.
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5.2 Dietas

A escolha da dieta ocidental publicada por TIKELLIS et al. (2008) e
atualmente corroborada pelo nosso grupo (NEVES et al., 2014), SF05-031 com
manteiga clarificada — Ghee, foi determinada por ser rica principalmente em gordura
saturada e carboidrato simples, representando de forma similar a dieta ocidental. A
dieta controle utilizada no presente estudo também foi a mesma aplicada pelos
autores supracitados, AIN93G. Ambas as dietas foram adaptadas de acordo com os
componentes disponiveis na empresa onde estas foram confeccionadas,
PragSolucdes Ltda (Jau - SP, Brasil). A composicéo final de macronutrientes das

dietas encontra-se descritas no quadro 1.

Quadro 1 - Composicao das dietas controle e ocidental

Composicéao Dieta controle Dieta Ocidental
Kcallg 3,69 4,49
Carboidratos 65,6% 43,8%
e Complexo 53,7% 12,6%
e Simples 11,9% 31,2%
Proteinas 17,3% 13,9%
Lipideos 17,1% 42,4%
e Gordura saturada 2,4% 22,3%
e Gordura Monoinsaturada 43% | -
e Gordura Poliinsaturada 105% | @ -
e Gordura Trans 0% 1,7%
e Colesterol 0% 0,3%
Legenda: ----- N&o informado.

Fonte: A autora, 2016.
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5.3 Eutanasia

Ao final do periodo de exposicdo as dietas (1, 2, 6, 10 e 16 semanas), 0s
animais GC e GO foram submetidos ao jejum de 6 horas (07:00h as 13:00h) e uma
gota de sangue foi coletada da veia da cauda para a determinacdo da glicose
plasmética com o auxilio de glicosimetro e fitas teste (Accu-Chek Active®). Os
resultados foram expressos em mg/dl.

Em seguida, foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de Avertin®
(2,2,2-tribromoethanol, 2-metil-2-butanol) - 0,02 ml/g de peso corporal - e mensurou-
se o comprimento naso-anal com o auxilio de um paquimetro para obtencdo do
indice de Lee (raiz cubica da massa corporal (g)/comprimento naso-anal (cm) X
1000).

Sob efeito da anestesia, o térax foi aberto e 0 sangue coletado por puncgéo
cardiaca. O coracéo foi retirado e rapidamente imerso em solucdo de relaxamento e
preservacdo BIOPS (em mM: CaKz:EGTA 2.77, K2zEGTA 7.23, MgCl2 6.56, ditiotreitol
0.5, K-MES 50, imidazol 20, taurina 20, Na2ATP 5.77, fosfocreatina 15, pH 7.1
ajustado a 25°C) contida em uma placa de petri, sobre gelo. O ventriculo esquerdo
foi retirado e pesado em balanca eletronica de precisdo (BIOPRECISA-FA-2104N®).
Em seguida, o ventriculo esquerdo foi dividido em diferentes partes para sua
utilizacao nas técnicas de respirometria, western blotting, PCR, dosagem de ATP e
morfologia cardiaca (fixado em formol 10%). O figado e o tecido adiposo branco
(gordura epididimal e retroperitonal) foram retirados e pesados em balanca
eletronica de precisdo (BIOPRECISA-FA-2104N®), sendo o figado fixado em formol
10% para posterior analise morfolégica. Corrigimos o peso do figado (g) pelo peso
corporal (g) para avaliarmos possivel esteatose hepatica, visto que esta razdo tem
sido associada a tal comprometimento hepatico (SERVIDDIO et al., 2011). A tibia
esquerda foi dissecada e o seu comprimento (CT) foi aferido com auxilio de um
paquimetro. A estimativa de hipertrofia cardiaca foi obtida através da razdo entre o
peso do ventriculo esquerdo e o comprimento da tibia (YIN et al., 1982).

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o0s guias
convencionais para experimentacdo em animais (BAYNE, 1996) e com a Comisséo
de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia
Alberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Protocolo n®
CEUA/051/2011).
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5.4 Andlises

5.4.1 Respiracdo mitocondrial

Obtencéo de fibras cardiacas permeabilizadas

Apo6s imerséo do coracdo em solucao de relaxamento e preservacao, BIOPS,
gelada, o ventriculo esquerdo foi isolado e fatias do muasculo entre 2-4 mm de
comprimento, 1-1,5 mm de didmetro, 5-7 mg de peso Umido, aproximadamente
foram retiradas seguindo a orientacdo da fibra para evitar danos mecanicos as
células. Usando pincas microcirurgicas, as fibras musculares foram parcialmente
separadas umas das outras, deixando pequenas areas de contato. O grau de
separacao pode ser avaliado observando a mudanca de coloragéo de vermelho para
palido. Em seguida, as fibras foram transferidas para um recipiente com solugéo
BIOPS gelada contendo 50ug/ml de saponina e incubadas no gelo, com agitacéao
suave, por 30 minutos para a solubilizacdo do sarcolema. As fibras permeabilizadas
foram, entdo, lavadas por 10 minutos em meio de respiragdo mitocondrial MIRO5
(em mM: EGTA 0.5, MgCl2 3.0, K-MES 60, taurina 20, K2HPO4 10, HEPES 20,
Sacarose 110 e BSA 1g/L, pH 7.1 ajustado a 25°C) no gelo.

Respirometria de alta resolugéao

ApoOs a permeabilizacao, as fibras foram pesadas em balanca analitica e 2 a 3
mg de tecido foram adicionados a camara do oxigrafo OROBOROS® Oxygraph-2k
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) contendo 2 ml de MIR05 a 37°C. Todas
as analises foram realizadas em concentracdes de oxigénio superiores a 400 nmol
O2.ml1. As taxas de consumo de oxigénio foram expressas como pmol de O2.s1.mg
de peso Umido?. O estudo foi realizado com dois grupos de substratos
independentes em cada camara: (camara A, em mM) glutamato 10, malato 2,
succinato 10 e ADP 5, para a analise da oxidacao de carboidratos (com entrada de
elétrons pelos complexos | e Il da cadeia respiratéria) e (camara B, em mM)
palmitoil-carnitina 0,02, malato 2 e ADP 5, para a analise da oxidacdo de &cidos
graxos. Os parametros respiratorios foram definidos como: estado 3 - taxa

respiratoria maxima estimulada por ADP (5 mM), e estado 4 - taxa respiratoria na
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auséncia de fosforilagdo de ADP, apds a adi¢cao de oligomicina (2 pg/ml), um inibidor
da ATP-sintase. Para examinar a integridade da membrana mitocondrial através de
todas as preparacbes, a respiracdo foi mensurada em presenca de 10uM de
citocromo ¢ (GNAIGER, 2014).

Com base na razdo entre as taxas respiratérias dos estados 3 e 4, pode-se
calcular a razdo do controle respiratério (RCR - Estado 3/Estado 4), indicador do
acoplamento mitocondrial (GNAIGER, 2014).

5.4.2 Dosagem de ATP

No dia da eutanéasia, ~50 mg do ventriculo esquerdo do coracao foi clivado e
homogeneizado manualmente sob gelo com o homogenizador potter-Elvhejam® em
1 ml de &cido tricloroacético (1%) para precipitacdo das proteinas e preservacao do
ATP, conforme descrito previamente por KARL (1980) e STANLEY (1986). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a 4°C (Centrifuge
5430 R®, Eppendorf). O sobrenadante foi coletado e o pH ajustado para 7,0, as
amostras foram armazenadas em freezer -80°C. As concentragbes de ATP foram
determinadas por ensaio de bioluminescéncia luciferina/ luciferase, utilizando kit
especifico ATP Determination A22066® (Molecular Probes™, Invitrogen, EUA), e os

valores foram expressos em yM/mg de peso do ventriculo esquerdo.

5.4.3 Anélise de Western blotting

Apés a eutanasia, parte do ventriculo esquerdo retirado dos animais foi
congelado imediatamente em nitrogénio liquido para posterior analise do contetudo
proteico através da técnica de Western Blotting. O material foi picotado e em
seguida homogenizado em solucdo de lise gelada (em mmol: HEPES 30 pH 7,4,
NasP207 50, NaF 100, EDTA 1, NasVOa4 10, Triton X-100 1%,) contendo coquetel de
inibidores (Complete, EDTA-Free, Roche Diagnostic®), por trituracdo manual com o
homogenizador potter-Elvhejam® até tornar-se liquido. O homogeneizado foi
colocado em repouso no gelo por 30 minutos. Em seguida, foi centrifugado a 13000

rom por 15 minutos, a 4°C (Centrifuge 5430 R®, Eppendorf) e o sobrenadante foi
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coletado e congelado a -70°C. A concentracdo de proteinas totais foi determinada
pelo método colorimétrico de deteccéo através do Kit Pierce® BCA Protein Assay
(Thermo Scientific USA, Rockford, IL). Em seguida as amostras foram fervidas por 3
minutos com 20% de solucao tampéao (glicerol 10%, 2-p-mercaptoetanol 5%, SDS
10% NaOH 10N e azul de bromofenol 0,0001%) a 100°C, para desnaturacédo das
proteinas.

As proteinas totais (15ug de proteina) foram aplicadas no gel de
poliacrilamida de 12% (acrilamida 30%, bis-acrilamida 1,6%, APS 10%, TEMED,
SDS 0,4 %, Tris 1,5 M) juntamente com o padrédo de peso molecular para proteinas
de 12/250 KDA (GE-Healthcare Life Sciences®) e submetidas a eletroforese SDS-
PAGE em cuba de eletroforese (Hoefer MiGOty Small®). Apds a separacdo das
proteinas de acordo com seu peso molecular, estas foram transferidas para uma
membrana PVDF (Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech®), utilizando o sistema
semi-dry (Bio-Rad Laboratories, Inc.®). Posteriormente, as membranas foram
incubadas em solucao de bloqueio Tween-TBS (NaCl 0,5M, Tris-HCI 20mM, pH 7,5,
Tween-20 0,05%) contendo 5% de leite desnatado.

Para analisarmos o conteddo de proteinas envolvidas no metabolismo
energético mitocondrial as membranas foram incubadas (overnight) com anticorpos
primarios especificos para deteccdo de proteinas chaves: anti-Actina (Sigma-
Aldrich®), anti-CD36, anti-CPT1 M, anti-FABPpm anti-GLUT1, anti-GLUT4, anti-IRp,
anti-PI3K e anti-VDAC (Santa Cruz Biotechnology, Inc.®), anti-AMPK e anti-pAMPK
(Cell Signaling Technology®), ambos obtidos em coelho, e anti-IRS-1, anti-PGC-1a
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.®) e anti-UCP2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.®)
obtidos em cabra, e anti-OXPHOS (Abcam, MA, USA®) obtido em camundongo.
Ap6s o periodo overnight, as membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios especificos biotinilado apropriado anti-coelho e anti-cabra (Zymed®
Laboratories, Inc., South San Francisco, CA, USA). Em seguida, as membranas
foram incubadas com streptavidina conjugada com peroxidase (Invitrogen Life
Technologies®). Entre a incubacdo dos anticorpos primarios e secundarios e a
streptavidina, realizou-se 3 lavagens/5 minutos cada com Tween-TBS. A revelacéo
foi realizada por ECL-Plus (GE Healthcare-Life Sciences®) e as imagens capturadas
no ChemiDoc™ MP System (Bio-Rad Laboratories, Inc.®). As bandas obtidas foram
quantificadas por densitometria, seguida de correcdo pelo controle endogeno
(Actina), utilizando o software ImageJ (NIH, USA).
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5.4.4 Fracionamento de membrana para a avaliacao da translocacdo do GLUT4

Através da metodologia adaptada por Neves et al. (2014), com base nos
estudos de Bilan et al. (1992) e Hundal et al. (1992), o ventriculo esquerdo dos
animais dos grupos GC e GO foram lisados para a obtencéo das fra¢des citosélica e
de membrana plasmatica. Para tal, utilizou-se o tampé&o de lise HES contendo 10
mmol/L HEPES, 5 mmol/L EDTA, 250 mmol/L sacarose e coquetel de inibidores de
protease (Complete, EDTA-Free, Roche Diagnostic®). O homogenato obtido foi
sonicado e colocado em repouso no gelo por 30 minutos. Apos este periodo, o
mesmo foi centrifugado a 750xg/5 min a 4°C (Centrifuge 5430 R®, Eppendorf). O
sobrenadante (SN1) foi coletado e deixado sob o gelo. O pellet (P1l) foi
ressuspendido em 1 ml do tampao HES, homogeinizado e centrifugado a 750xg/5
min a 4°C. O sobrenadante (SN2) foi coletado e adicionado ao SN1, compondo a
fracdo citosdlica, e o pellet (P2) foi descartado. Uma parte da fracdo citosélica (~650
pl) foi ultracentrifugada a 31000xg/60 min a 4°C. O pellet obtido foi ressuspendido
em 400 pl do tampao HES e sonicado para homogeneizagdao da fracdo de
membrana plasmética. A concentracdo de proteinas totais nas fracdes foi
determinada pelo método colorimétrico de deteccdo do Kit Pierce® BCA Protein
Assay (Thermo Scientific USA, Rockford, IL®). O contelido de GLUT4 das fracGes
citosdlica e de membrana, assim como o controle endégeno GP91, foi determinado
por western blotting através dos anticorpos primarios especificos anti-GLUT4 e anti-
GP91 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.®), ambos obtidos em coelho.

5.4.5 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

Para analise da expressdo génica das enzimas CPT1l, UCP2 e GLUT4,
fragmentos de tecido cardiaco foram homogeneizados com 1 ml de Trizol™ (Life
Technologies®), conforme protocolo do fabricante. O homogenato foi transferido para
um microtubo onde permaneceu a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida,
adicionou-se 200 pl de cloroférmio, misturando-se vigorosamente por cerca de 15
segundos e, novamente, deixou-se em repouso a temperatura ambiente por 3
minutos. O homogenato foi centrifugado a 12000 rpm, a 4°C (Centrifuge 5430 R®,

Eppendorf), por 15 minutos, para separacdo das fracdes de proteina, DNA e RNA.
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A fracdo aquosa de RNA (sobrenadante) foi cuidadosamente transferida para
outro microtubo. Em seguida, foram acrescentados 500 ul de isopropanol,
homogeneizou-se e foi colocado em repouso por 10 minutos, a temperatura
ambiente. Nova precipitacdo foi realizada a 12000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet resultante foi ressuspendido
em 1 ml de etanol a 75%. ApG6s 5 minutos de centrifugacdo a 9500 rpm, a 4°C,
descartou-se o sobrenadante e o pellet foi seco a temperatura ambiente no fluxo
laminar. Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em 50 ul de agua DEPC
(dietilpirocarbonato) e incubado a 60°C, por 10 minutos, para melhor dissolugdo do
RNA.

As concentracdes do RNA total foram determinadas pela leitura da densidade
optica, no espectrofotdometro NanoVue® (Ge healthcare Life Sciences). Aliquotas do
RNA total foram diluidas 50 vezes em agua DEPC estéril. As leituras foram
realizadas nos comprimentos de ondas de 260nm para acido nucléico e 280nm para
contaminantes proteicos. A relacdo entre essas leituras demonstrou uma razao
maior que 1,6, garantindo a qualidade do RNA obtido, segundo as exigéncias
vigentes para a biologia molecular.

O RNA total extraido (2,0 ug) foi reversamente transcrito em cDNA a 42°C, na
presenca da enzima transcriptase reversa e de Random primers. As reacfes de RT-
PCR em tempo real foram realizadas utilizando Tag-Man Universal PCR Master Mix®
(Applied Biosystems) com volume de reagdo de 25 pl. Todas as reagOes foram
realizadas em triplicatas com controle negativo. As reacdes de PCR foram realizadas
utilizando o sistema de deteccdo ABI Prism 7500® (Applied Biosystems) nas
seguintes condi¢des de amplificagdo: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, 40 ciclos de 15 s
a 95°C e 1 min a 60°C. A quantificacao relativa de cDNA foi obtida pelo software do
sistema 7500, que utiliza o método comparativo (AACT). Primers e sondas
especificas para TagMan CPT1, UCP2, UCP3, GLUT4, PPAR-a, MHC- e actina
foram obtidos a partir do catalogo de expressédo génica ABI TagMan® (Foster City,
CA, EUA). Este kit de ensaio contém uma mistura de reacdo mix 20x, de deteccao

de juncdes éxon-éxon otimizado para se obter aproximadamente 100% de eficiéncia.

5.4.6 Determinacao dos parametros bioguimicos plasmaticos
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Ao final do periodo de exposicdo as dietas (1, 2, 6, 10 e 16 semanas), 0S
animais foram submetidos ao jejum de 6 horas. Em seguida, as amostras de sangue
foram coletadas e posteriormente, vertidas em tubos de ensaio contendo EDTA K3
(concentracédo final de 1.735 mg/mL). Imediatamente, centrifugados a 3000 rpm
(Centrifuge 5430 R®, Eppendorf) durante 15 minutos a 4°C para a separagdo do
plasma. Em seguida, o plasma foi aliquotado e mantido a -80°C, para posterior
quantificacdo da insulina plasmatica pelo método de radioimunoensaio (RIA)
utilizando o kit ImmuChem™ Insulin Assay '?°1® (MP Biomedicals, Sdo Francisco,
CA, USA). O indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR) foi calculado usando a
seguinte férmula: [insulina de jejum (pUl/ml) x glicemia de jejum (mmol/L)] / 22,5
(MATTHEWS et al., 1985). Outra aliquota foi reservada para as andlises do
conteudo plasmatico de colesterdis totais e triglicerideos através de ensaios

enzimaticos colorimétricos (BIOCLIN®, Brasil).

5.4.7 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG)

Apos o jejum de 6 horas, foram realizados testes de tolerancia a glicose nos
camundongos de ambos os grupos ao final dos periodos de exposicao as dietas. Os
animais receberam uma injecao intraperitoneal de glicose (1g/Kg de peso) e a
glicemia foi verificada através do sangue retirado da veia da cauda do animal com o
auxilio de glicosimetro (Accu-Check Active®, Roche Diagnostics, Germany). As
amostras de sangue foram coletadas antes da injecao de glicose (tempo 0) e aos 30,
60, 90 e 120 minutos apO6s a administragcdo de glicose. Para a avaliacdo da
intolerancia a glicose foi considerada a area sob a curva (ASC), mensurada a partir
da utilizac&do do software Graph Pad Prisma 6.01 (San Diego, CA, USA).

5.4.8 Analise da morfologia do figado e do coracado

O figado e o coracao foram fixados em formol 10% e submetidos ao processo
de desidratacdo, através de baterias crescentes de alcool e diafanizado com xilol.
Em seguida, foram banhados e incluidos em parafina liquida. Os blocos formados

foram seccionados em cortes seriados de 5 pm, coletados em laminas e
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posteriormente corados com Hematoxilina-Eosina (HE). As seccdes histoldgicas
coradas foram observadas ao microscépio de luz Olympus BX-51® e as imagens
foram capturadas utilizando um sistema de video-microscopia para avaliagcdo de
esteatose hepatica e cardiaca, mensurada através de goticulas de gordura

presentes nos tecidos.

5.4.9 Analise estatistica

Todos os dados foram testados para a curva de distribuicdo normal através
do teste Kolmogorov-Smirnov, sendo expressos como média + desvio padrdo da
meédia. O efeito da dieta ocidental e o tempo de exposicdo a mesma sob as variaveis
estudadas foram analisados por Two way ANOVA seguido do pés-teste de
Bonferroni com multiplas comparacoes, através do software Graph Pad Prisma 6.01

(San Diego, CA, USA), considerando nivel de significancia de P<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Parametros biométricos e ingestao alimentar e energética

N&o houve diferenca significativa quanto a ingestao alimentar entre 0os grupos
nos diferentes periodos de dieta. Ao passo que a ingestdo energética se apresentou
maior no grupo GO alimentados por 6, 10 e 16 semanas (+20%, +20%, +29%,
P<0,05), quando comparados com seus respectivos controles (Figura 7A e B). Tanto
a ingestdo alimentar quanto a energética sofreram maior influéncia do fator tempo de
exposicao a dieta (Two way ANOVA, P<0,0001).

A alta ingestdo energética pelo GO alimentados por 6, 10 e 16 semanas
contribuiu para o aumento da deposicédo de gordura epididimal nos mesmos (+44%,
+66%, +56%, P<0,0001), comparados aos seus respectivos controles (Tabela 1). Ja
o conteudo de gordura retroperitoneal foi maior nos periodos de 10 e 16 semanas de
exposicdo a dieta pelo GO (+57%, +74%, P<0,0001) (Tabela 1), periodo este onde
0S mesmos também apresentaram aumento progressivo da massa corporal (+17%,
+29%, P<0,0001) (Tabela 1). Ambos os parametros foram maximizados pela
interacao dos fatores tipo e tempo de dieta (Two way ANOVA, P<0,0001).

O comprimento naso-anal e da tibia (CT) néo foi diferente entre os grupos,
sendo influenciados somente pelo fator tempo de exposicdo a dieta (Two way
ANOVA, P<0,0001).

O indice de Lee foi significativamente maior no GO submetido a 16 semanas
de dieta (+4%, P<0,001) (Tabela 1). Tal resultado foi maximizado pela interacao
entre os fatores tipo de dieta e o tempo de exposicdo a mesma (Two way ANOVA,
P=0,0052).

O peso do ventriculo esquerdo (VE) e a estimativa de hipertrofia cardiaca
(razdo VE/CT) foram significativamente maior no grupo GO submetido a dieta por 10
e 16 semanas (+22%, +17%; +14%, +14%, respectivamente, P<0,05) (Tabela 1). Os
fatores tipo e tempo de dieta influenciaram o peso do ventriculo esquerdo
independentemente (Two way ANOVA, P<0,0001), ao passo que ambos os fatores
interagiram potencializando o parametro razdo VE/CT (Two way ANOVA, P<0,0001).

O peso do figado e a estimativa para esteatose hepéatica (razao entre o peso

do figado/peso corporal) foi significativamente maior no GO exposto a dieta por 10 e
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16 semanas (+41%, +37%; +41%, +31%, respectivamente, P<0,0001) (Tabela 1),
com interacdo entre os fatores estudados (Two way ANOVA, P<0,0001; P=0,0201).
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Figura 7 - Ingestdo alimentar e energética de camundongos Swiss submetidos as

dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Ingestdo alimentar (A) e energética (B). Os valores foram representados como média *
desvio padrdo (DP). As diferengas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de p0s-
teste de Bonferroni com multiplas comparacdes. Letras e simbolos indicam diferenca
significativa para P<0,05, comparando com: [c] GC vs GO 6 semanas, [d] GC vs GO 10
semanas, [e] GC vs GO 16 semanas, [0] GC 1 semana vs GC 2 semanas, [£] GC 1 semana
vs GC 6 semanas, [Q] GC 1 semana vs GC 10 semanas, [w] GC 1 semana vs GC 16
semanas, [«] GO 1 semana vs GO 2 semanas, [#] GO 1 semana vs GO 6 semanas, [m] GO
1 semana vs GO 10 semanas, [o] GO 1 semana vs GO 16 semanas, [¢] GO 2 semanas vs
GO 16 semanas. h=16/grupo.
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Tabela 1 - Parametros biométricos dos grupos com dieta controle e ocidental

1 2 6 10 16
GC GO GC GO GC GO GC GO GC GO

Massa -

corporal (g) 210820 22,0428 337435° 327:3.0° 460+405A 502+41%+ 536£52008 62,742 1980F 56034005 73 G13,5e0450

Comprimento 8,7¢0,2  8,6%0,3  9,5+0,5° 9,4#0,3 10,620,554 10,640,6%* 11,0£0,220 11,2+0,4%8£ 11,2+0,3%®% 11 640,193

naso-anal (cm)

indice Lee 322,4+7,7 333,3t0,8 338,8+7,6° 342,5+0,0 343,0+6,75 3415+46 3490,8+4.00  347,3%6,7*  352,747,1°  362,645,4°04°

S;i:j(:(ljjirrial @ 0,24+0,04 0,27+0,06 0,49+0,10 0,86+0,12% 1,83+0,4754 2,65+0,38°#* 1,86+0,3420 3,00+0,504%2 1,96+0,225% 3,06+0,32¢5+

Gord

oraura 0,05:0,01 0,05:0,02 0,21+0,06 0,21+0,08 0,64+0,1754 0,80+0,14%* 0,66+0,09%8 1,04+0,04980.8 08140,23%® 1 42+0,2505:% 9

retroperitoneal (g)

Peso do VE (mg)  111,2+8,6 127,5¢6,9 117,6+18,7 128,6+18,7 157,4+15,354174,3+18,8%* 171,8+17,620 209,2+23,4400£ 170,2416,27® 198,8+17,9¢04

%ri';p(:rr:)emo 93 174008 1,7:007 194012 1,9¢6018 21:021F 21:024%+ 22+0,1108 22401250  2,4+0,1200F 2,440,135

Razdo 59,8+4,2  657+58 57,5¢8,1 61,3%8,7 687+3,6 64,1350 78,8+4,898 00,249 20s8L 80 4+4, 1905 Q1 744 1e0es

VE/CT (mg/cm)

Peso do figado (g) 1,17+0,07 1,22+0,16 1,68+0,18° 1,68+0,22° 2,06+0,36X 2,40+0,16%* 2,47+0,3108 3,48+0,3900£ 2 62+0,310.05 3,6140,31654¢

Razéo
peso do figado/
Massa corporal (g)

0,05+0,005 0,050,006 0,05+0,004 0,06+0,008 0,04+0,009 0,05+0,008 0,04+0,003 0,06+0,005¢ 0,04+0,004 0,05+0,010¢

Legenda: VE: Ventriculo esquerdo; CT: Cumprimento da Tibia. Os valores foram representados como média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram testadas
com Two-way ANOVA seguidas de pds-teste de Bonferroni com multiplas comparacdes. Letras e simbolos indicam diferenca significativa para P<0,05,
comparando com: [c] GC vs GO 6 semanas, [d] GC vs GO 10 semanas, [e] GC vs GO 16 semanas, [0] GC 1 semana vs GC 2 semanas, [2] GC 1
semana vs GC 6 semanas, [Q] GC 1 semana vs GC 10 semanas, [w] GC 1 semana vs GC 16 semanas, [A] GC 2 semanas vs GC 6 semanas, [08] GC 2
semanas vs GC 10 semanas, [®] GC 2 semanas vs GC 16 semanas, [{] GC 6 semanas vs GC 10 semanas, [=] GC 6 semanas vs GC 16 semanas, [©]
GO 1 semana vs GO 2 semanas, [#] GO 1 semana vs GO 6 semanas, [m] GO 1 semana vs GO 10 semanas, [0] GO 1 semana vs GO 16 semanas, [e]
GO 2 semanas vs GO 6 semanas, [F] GO 2 semanas vs GO 10 semanas, [¢] GO 2 semanas vs GO 16 semanas, [£] GO 6 semanas vs GO 10

semanas,

[e] GO

6 semanas vs GO 16 semanas, [ GO 10 semanas vs GO 16 semanas. n=12/grupo.
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6.2 Bioquimica plasmaética e teste intraperitoneal de tolerancia a glicose

A glicemia de jejum apresentou-se aumentada nos animais GO expostos a
dieta por 2, 6,10 e 16 semanas (+21%, +25%, +19%, +23%, P<0,01), quando
comparado ao GC (Tabela 2). Houve interacao entre os fatores tipo e tempo de dieta
contribuindo para o aumento da glicemia (Two way ANOVA, P=0,0015).

Com 10 e 16 semanas de ingestdo da dieta ocidental, o GO apresentou
aumento da insulina de jejum sérica (53%, P<0,01 e 23%, P<0,05) (Tabela 2).
Sendo este parametro influenciado independentemente pelos fatores tipo e tempo
de dieta (Two way ANOVA, P<0,0001).

Com os resultados de glicemia e insulina de jejum pode-se calcular o indice
de resisténcia a insulina (HOMA-IR). Os animais GO apresentaram aumento neste
indice quando alimentados por 2, 6, 10 e 16 semanas (+67%, +46%, +91%, +67%,
P<0,01) (Tabela 2). J4 a area sob a curva, obtida com o teste de tolerancia a glicose,
foi maior no GO quando expostos a dieta por 6, 10 e 16 semanas (+32%, +49%,
+62%, P<0,01) (Figura 8). A interacdo entre os fatores tipo e tempo de dieta
potencializaram positivamente o indice de resisténcia a insulina e o teste de
tolerancia a glicose (Two way ANOVA, P<0,0001).

Quanto ao perfil lipidico observamos maior contetudo sérico de colesterol total
guando o GO foi alimentado por 2, 10 e 16 semanas (+55%, +70%, +79%, P<0,01) e
de triglicerideos com 10 e 16 semanas (+43%, +32%, P<0,01) (Tabela 2). Tais
parametros foram influenciados pela interacdo dos fatores estudados (Two way
ANOVA, P<0,0001).
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Tabela 2 - Parametros bioquimicos e teste intraperitoneal de tolerancia a glicose dos grupos com dieta controle e ocidental

1 2 6 10 16
GC GO GC GO GC GO GC GO GC GO
Glicemia (mg/dL) 138,1+10,1 143,2+10,8 168,6+14,6° 204,2+15,1>~ 174,6+8,1% 219,0+18,3%# 178,6+13,22 212,0+10,99* 181,7+13,5% 224,2+7,6°°
Insulina (mIU/mL) 9,3+2,8 10,6+1,8 12,6+1,8 17,4+3,7 16,1+3,2 18,7+3,2% 16,0+6,2 25,445,199 19,7+2,3® 26,5+3,9¢04¢
HOMA-IR 3,2+0,9 3,8+0,6 5,2+0,8 8,7+1,3>~  6,9+0,9 10,1+1,6°% 6,9+2,19 13,2+2,39=3E B 8+12™P 14,742 2808

Colesterol total (mg/dL) 47,9+5,3 59,1+2,2  43,1#3,7 66,9+11,1» 50,5#53  58,5t6,5  45,7+14,9 77,8t15,14=f 455+93 81,5+4,9°0¢

Triglicerideos (mg/dL) 43,9+6,6 55,8459 101,6+6,7° 109,7+7,7° 70,016,032 68,245,7* 74,5+4,3%6 106,6+7,89=£ 89,7+7,29=A 118,4+6,3°0¢

Legenda: Os valores foram representados como média + desvio padrédo (DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de poés-teste de
Bonferroni com multiplas comparagdes. Letras e simbolos indicam diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [b] GC vs GO 2 semanas, [c]
GC vs GO 6 semanas, [d] GC vs GO 10 semanas, [e] GC vs GO 16 semanas, [0] GC 1 semana vs GC 2 semanas, [2] GC 1 semana vs GC 6 semanas,
[Q] GC 1 semana vs GC 10 semanas, [w] GC 1 semana vs GC 16 semanas, [A] GC 2 semanas vs GC 6 semanas, [6] GC 2 semanas vs GC 10
semanas, [®] GC 2 semanas vs GC 16 semanas, [=] GC 6 semanas vs GC 16 semanas, [A\] GC 10 semanas vs GC 16 semanas, [*] GO 1 semana vs
GO 2 semanas, [#] GO 1 semana vs GO 6 semanas, [m] GO 1 semana vs GO 10 semanas, [0] GO 1 semana vs GO 16 semanas, [e] GO 2 semanas vs
GO 6 semanas, [J] GO 2 semanas vs GO 10 semanas, [¢] GO 2 semanas vs GO 16 semanas, [£] GO 6 semanas vs GO 10 semanas, [¢] GO 6 semanas
vs GO 16 semanas. n=12/grupo.
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Figura 8 - Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose de camundongos Swiss

submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores foram representados como média da &rea sob a curva * desvio
padrdo (DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA
seguidas de pés-teste de Bonferroni com multiplas comparacdes. Letras e
simbolos indicam diferenca significativa para P<0,05, comparando com:
[c] GC vs GO 6 semanas, [d] GC vs GO 10 semanas, [e] GC vs GO 16
semanas, [#] GO 1 semana vs GO 6 semanas, [m] GO 1 semana vs GO
10 semanas, [0] GO 1 semana vs GO 16 semanas, [¢] GO 2 semanas vs
GO 6 semanas, [J] GO 2 semanas vs GO 10 semanas, [¢] GO 2 semanas
vs GO 16 semanas, [¢] GO 6 semanas vs GO 16 semanas, [8] GO 10
semanas vs GO 16 semanas. n=6/grupo.
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6.3 Respiragcdo mitocondrial, consumo de oxigénio e producdo de ATP

cardiaco

O GO apresentou diminuicdo da oxidacdo de carboidratos nos periodos de
exposicdo a dieta de 1, 10 e 16 semanas (-57%, -47%, -46%, P<0,01),
acompanhada de menor eficiéncia no acoplamento da fosforilagcdo oxidativa
mitocondrial, observado através da diminuicdo do RCR (-50%, -31%, -41%, P<0,01)
(Figura 9A e B). A diminuicdo da oxidacdo de carboidratos e do acoplamento
mitocondrial foi maximizada pela interacdo dos fatores tipo e tempo de dieta (Two
way ANOVA, P<0,0001).

Quanto aos acidos graxos, o GO apresentou menor oxidacdo quando
alimentados com a dieta por 2, 10 e 16 semanas (-56%, -41%, -34%, P<0,01),
juntamente com menor eficiéncia no acoplamento da fosforilagdo oxidativa,
observada através da diminuicdo do RCR (-36%, -44%, -52%, P<0,01), quando
comparado ao GC (Figura 10A e B). A reducdo da oxidacdo de acidos graxos e
aumento do desacoplamento mitocondrial também sofreram influéncia da interacéo
entre os fatores estudados (Two way ANOVA, P<0,01).

Em suma, o GO expostos a dieta por 1, 2, 10 e 16 semanas foram
caracterizados com disfuncdo mitocondrial cardiaca, visto que apresentaram
reducdo na oxidacdo de carboidratos e/ou acidos graxos com reducédo significativa
na taxa respiratdria maxima estimulada por ADP (Estado 3), acompanhados de
desacoplamento mitocondrial.

Avaliamos também a integridade da membrana mitocondrial utilizando
citocromo ¢ em todos os experimentos e observamos que ndo houve aumento do
fluxo respiratorio em nenhum dos grupos, indicando auséncia de danos na
membrana mitocondrial (dados n&o apresentados).

A dosagem de ATP cardiaco revelou reducdo no GO submetido a dieta por 2,
10 e 16 semanas (-40%, -35%, -35%, P<0,01) (Figura 11), havendo influéncia dos
fatores tipo e tempo de dieta de forma independente (Two way ANOVA, P<0,0001).
O presente resultado corroborou a disfuncdo mitocondrial existente no GO
alimentados por 2, 10 e 16 semanas. Nao houve diferenca no GO alimentados por 1
semana, sugerindo que a oxidacdo de acidos graxos manteve a producdo de ATP

neste grupo.
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Figura 9 - Respirometria de alta resolucdo de fibras cardiacas permeabilizadas
obtidas de camundongos Swiss submetidos as dietas controle e
ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas, frente aos substratos

relacionados aos protocolos de oxidacdo de carboidratos
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Legenda: (A) Estado 3 — Respiragdo maxima. (B) Razao do controle respiratorio
(RCR), calculada como a razdo do Estado3/Estado4. Os valores
foram representados como média + desvio padrdao (DP). As
diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de poés-
teste de Bonferroni com mdltiplas comparacdes. Letras e simbolos
indicam diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [a] GC
vs GO 1 semana, [d] GC vs GO 10 semanas, [e] GC vs GO 16
semanas, [0] GC 1 semana vs GC 2 semanas, [£] GC 1 semana vs
GC 6 semanas, [0] GC 2 semanas vs GC 10 semanas, [®] GC 2
semanas vs GC 16 semanas, [=] GC 6 semanas vs GC 16 semanas.
n=8/grupo.
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Figura 10 - Respirometria de alta resolugdo de fibras cardiacas permeabilizadas
obtidas de camundongos Swiss submetidos as dietas controle e
ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas, frente aos substratos

relacionados aos protocolos de oxidacao de &cidos graxos
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Legenda: (A) Estado 3 — Respiragdo maxima. (B) Razdo do controle
respiratério (RCR), calculada como a razdo do Estado3/Estado4.
Os valores foram representados como média + desvio padrédo
(DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA
seguidas de pés-teste de Bonferroni com mdltiplas comparacgdes.
Letras e simbolos indicam diferenca significativa para P<0,05,
comparando com: [b] GC vs GO 2 semanas, [d] GC vs GO 10
semanas, [e] GC vs GO 16 semanas, [0] GC 1 semana vs GC 2
semanas, [w] GC 1 semana vs GC 16 semanas, [A] GC 2
semanas vs GC 6 semanas, [6] GC 2 semanas vs GC 10
semanas. n=8/grupo.
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Figura 11 - Conteudo de ATP cardiaco de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores foram representados como média + desvio padréo (DP).
As diferengas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de
pos-teste de Bonferroni com multiplas comparacfes. Letras e
simbolos indicam diferencga significativa para P<0,05, comparando
com: [b] GC vs GO 2 semanas, [d] GC vs GO 10 semanas, [e] GC
vs GO 16 semanas, [0] GC 1 semana vs GC 2 semanas, [£] GC 1
semana vs GC 6 semanas, [Q] GC 1 semana vs GC 10 semanas,
[w] GC 1 semana vs GC 16 semanas, [~] GO 1 semana vs GO 2
semanas, [#] GO 1 semana vs GO 6 semanas, [m] GO 1 semana vs
GO 10 semanas, [o] GO 1 semana vs GO 16 semanas. n=8/grupo.
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6.4 Conteudo de proteinas envolvidas no metabolismo energético cardiaco

6.4.1 Transportador de Glicose 1 (GLUT1)

O conteudo de GLUT1 nao foi diferente estatisticamente entre os grupos
analisados (Figura 12). Este resultado apresentou maior influéncia do fator tempo de
exposicdo a dieta (Two way ANOVA, P<0,0013).

Figura 12 - Conteudo total da proteina GLUT1 nos cardiomidcitos de camundongos

Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores de densidade relativa foram representados
como média = desvio padréo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de pOs-teste de
Bonferroni com miltiplas comparac¢des. Simbolos indicam
diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [®]
GC 2 semanas vs GC 16 semanas. n=8/grupo.
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6.4.2 Transportador de Glicose 4 (GLUT4)

O conteudo de GLUT4 néo foi diferente estatisticamente entre 0s grupos
analisados (Figura 13). Este resultado apresentou maior influéncia do fator tempo de
exposicao a dieta (Two way ANOVA, P<0,0001).

Figura 13 - Conteudo total da proteina GLUT4 nos cardiomiécitos de camundongos

Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores de densidade relativa foram representados
como média + desvio padréo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de pds-teste de
Bonferroni com multiplas comparacdes. Simbolos indicam
diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [e]
GO 2 semanas vs GO 6 semanas, [J] GO 2 semanas vs
GO 10 semanas, [¢] GO 2 semanas vs GO 16 semanas.
n=8/grupo.
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6.4.3 Transportador GLUT4 nas fracdes citosélica e de membrana

O conteudo de GLUT4 da fracdo citosélica (FC) nao foi diferente
estatisticamente entre os grupos analisados (Figura 14A). Este resultado apresentou
maior influéncia do fator tempo de exposicéo a dieta (Two way ANOVA, P<0,01). Ja
0 conteudo da fracdo de membrana apresentou-se reduzido no GO expostos a dieta
por 6, 10 e 16 semanas (-45%, -33%, -27%, P<0,01) (Figura 14B). Este resultado foi
maximizado pela interacdo entre os fatores tipo e tempo de exposicao a dieta (Two
way ANOVA, P<0,01).
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Figura 14 - Conteudo total da proteina GLUT4 nas fracdes citosolica e de membrana nos cardiomiocitos de camundongos Swiss

submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Conteudo total da proteina GLUT4 nas fragBes citosélica (A) e de membrana (B). Os valores de densidade relativa foram
representados como média + desvio padrao (DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pds-teste
de Bonferroni com multiplas comparacg@es. Letras e simbolos indicam diferenga significativa para P<0,05, comparando com:
[c] GC vs GO 6 semanas, [d] GC vs GO 10 semanas, [e] GC vs GO 16 semanas, [#] GO 1 semana vs GO 6 semanas.
n=8/grupo.
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6.4.4 Receptor de insulina B (IRB)

O conteudo de IRB foi semelhante entre os grupos GC e GO, ndo havendo
diferenca estatistica entre eles (Figura 15). Este resultado apresentou maior
influéncia do fator tempo de exposicéo a dieta (Two way ANOVA, P<0,0001).

Figura 15 - Conteudo total de proteina IRB nos cardiomidcitos de camundongos

Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas

] GC
l GO
IRE i sess e - -
Acting e & &5 e o N e
2.0+
1.5+
P
. . D
2 1.0-
=
o
0.5-
0.0
6 10 16
Semanas

Legenda: Os valores de densidade relativa foram representados
como média = desvio padréo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de pOs-teste de
Bonferroni com miltiplas comparacdes. Simbolos indicam
diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [#]
GO 1 semana vs GO 6 semanas, [m] GO 1 semana vs GO
10 semanas, [o] GO 1 semana vs GO 16 semanas.
n=8/grupo.
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6.4.5 Substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1)

O conteudo de IRS-1 foi significativamente menor no GO alimentados por 2,
6, 10 e 16 semanas (-33%, -42%, -55%, -50%, P<0,05), quando comparado ao GC
(Figura 16). Os fatores tipo e tempo de exposicdo a dieta interferiram

independentemente neste resultado (Two way ANOVA, P<0,0001; P=0,0062).

Figura 16 - Conteudo total de proteina IRS-1 nos cardiomiécitos de camundongos

Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores de densidade relativa foram representados
como média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de poOs-teste de
Bonferroni com multiplas comparacfes. Letras indicam
diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [b]
GC vs GO 2 semanas, [c] GC vs GO 6 semanas, [d] GC
vs GO 10 semanas, [e] GC vs GO 16 semanas.
n=8/grupo.
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6.4.6 Fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K)

O conteudo de PI3K apresentou-se diminuido significativamente no GO em
relacdo ao GC alimentados por 6, 10 e 16 semanas (-36%, -38%, -36%, P<0,05), de
acordo com a figura 17. Houve interagdo dos fatores tipo e tempo de exposicdo a

dieta maximizando o presente resultado (Two way ANOVA, P<0,001).

Figura 17 - Conteudo total da proteina PI3K nos cardiomiécitos de camundongos

Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores de densidade relativa foram representados
como média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de pos-teste de
Bonferroni com muiltiplas comparacg@es. Letras e simbolos
indicam diferenca significativa para P<0,05, comparando
com: [c] GC vs GO 6 semanas, [d] GC vs GO 10
semanas, [e] GC vs GO 16 semanas, [#] GO 1 semana vs
GO 6 semanas, [0] GO 1 semana vs GO 16 semanas, [e]
GO 2 semanas vs GO 6 semanas. n=8/grupo.
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6.4.7 Proteina ativada por AMP (AMPK), Proteina ativada por AMP fosforilada
(bAMPK) e razdo entre pAMPK/AMPK

O conteudo de AMPK néo foi diferente entre os grupos GC e GO (Figura
18A). Os fatores tipo e tempo de exposi¢do a dieta interferiram independentemente
neste resultado (Two way ANOVA, P=0,0067; P=0,0003).

Observou-se aumento do contetdo de pAMPK e da razdo pAMPK/AMPK no
GO somente com 10 semanas de exposi¢cdo a dieta (+55% e +44, respectivamente,
P<0,05) (Figura 18B e C). Houve interacédo dos fatores tipo e tempo de exposicao a

dieta maximizando o presente resultado (Two way ANOVA, P<0,05 e P<0,01).
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Figura 18 - Conteudo total das proteinas AMPK, pAMPK e pAMPK/AMPK nos cardiomiocitos de camundongos Swiss submetidos

as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Conteldo total das proteinas AMPK (A), pAMPK (B) e pAMPK/AMPK (C). Os valores de densidade relativa foram representados como média +
desvio padrdo (DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA seguidas de pés-teste de Bonferroni com multiplas comparacdes. Letras
e simbolos indicam diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [d] GC vs GO 10 semanas, [2] GC 1 semana vs GC 6 semanas, [w] GC
1 semana vs GC 16 semanas, [A] GC 2 semanas vs GC 6 semanas, [{] GC 6 semanas vs GC 10 semanas, [=] GC 6 semanas vs GC 16
semanas, [#] GO 1 semana vs GO 6 semanas, [m] GO 1 semana vs GO 10 semanas, [0] GO 1 semana vs GO 16 semanas, [¢] GO 2 semanas vs
GO 6 semanas, [@] GO 2 semanas vs GO 10 semanas, [¢] GO 6 semanas vs GO 16 semanas. n=8/grupo.
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6.4.8 Proteina transportadora de acidos graxos integrada & membrana (CD36)

Como podemos observar na figura 19, o conteudo de CD36 foi reduzido nos
animais GO alimentados por 16 semanas (-33%, P<0,05), comparado ao GC. A
interacdo entre os fatores tipo e tempo de dieta maximizaram a presente variavel
(Two way ANOVA, P=0,0019).

Figura 19 - Conteudo total da proteina CD36 nos cardiomidcitos de camundongos
Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16

semanas
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Legenda: Os valores de densidade relativa foram representados
como média = desvio padrdo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de pos-teste de
Bonferroni com multiplas comparag@es. Letras e simbolos
indicam diferenga significativa para P<0,05, comparando
com: [e] GC vs GO 16 semanas, [¢] GO 2 semanas vs GO
16 semanas, [§] GO 10 semanas vs GO 16 semanas.
n=8/grupo.
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6.4.9 Proteina de ligacdo de acidos graxos da membrana plasmaéatica (FABPpm)

Os animais alimentados por 2 semanas com a dieta ocidental apresentaram
aumento do conteudo de FABPpm (+60%, P<0,0001) (Figura 20). Ja nos
alimentados por 10 e 16 semanas observou-se reducdo do conteudo de FABPpm (-
58%, P<0,0001; -50%, P<0,01), comparado ao GC (Figura 20). A interacao entre os
fatores tipo e tempo de dieta maximizaram estes resultados (Two way ANOVA,
P<0,0001).

Figura 20 - Conteudo total da proteina FABPpm nos cardiomiécitos de camundongos
Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16

semanas
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Legenda: Os valores de densidade relativa foram representados
como média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de pds-teste de
Bonferroni com miltiplas comparacg@es. Letras e simbolos
indicam diferenca significativa para P<0,05, comparando
com: [b] GC vs GO 2 semanas, [e] GC vs GO 16
semanas, [m] GO 1 semana vs GO 10 semanas, [J] GO 2
semanas vs GO 10 semanas, [¢] GO 2 semanas vs GO 16
semanas, [£] GO 6 semanas vs GO 10 semanas.
n=8/grupo.
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6.4.10 Carnitina Palmitoil transferase 1 (CPT-1)

O conteudo de CPT-1 foi significativamente maior no GO exposto a dieta por
2 semanas (+36%, P<0,0001) (Figura 21), quando comparado ao GC. A interacao
entre os fatores tipo e tempo de dieta maximizaram o aumento no conteludo desta
proteina (Two way ANOVA, P<0,0001).

Figura 21 - Conteudo total da proteina CPT-1 nos cardiomiocitos de camundongos
Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16
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Legenda: Os valores de densidade relativa foram representados
como média + desvio padrédo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de pOs-teste de
Bonferroni com mudltiplas comparacdes. Letras e simbolos
indicam diferenca significativa para P<0,05, comparando
com: [b] GC vs GO 2 semanas, [~] GO 1 semana vs GO 2
semanas, [¢] GO 2 semanas vs GO 6 semanas, [J] GO 2
semanas vs GO 10 semanas, [¢] GO 2 semanas vs GO 16
semanas. n=8/grupo.
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6.4.11 Proteina desacopladora 2 (UCP2)

O conteudo de UCP2 nao apresentou diferenca entre os grupos GC e GO
(Figura 22). O fator tempo de dieta influenciou independentemente o conteudo de
UCP2 (Two way ANOVA, P<0,0001).

Figura 22 - Conteldo total da proteina UCP2 nos cardiomiécitos de camundongos
Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16

semanas
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Legenda: Os valores de densidade relativa foram representados
como média + desvio padréo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de pOs-teste de
Bonferroni com multiplas comparag8es. Simbolos indicam
diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [A]
GC 2 semanas vs GC 6 semanas, [6] GC 2 semanas vs
GC 10 semanas, [®] GC 2 semanas vs GC 16 semanas,
[*] GO 1 semana vs GO 2 semanas, [J] GO 2 semanas
vs GO 10 semanas. n=8/grupo.
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6.4.12 Coativador-1a do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PGC-1a)

O GO apresentou reducdo do conteudo de PGC-1a apenas quando
submetido a dieta por 16 semanas (-33%, P<0,01) (Figura 23). Tal parametro sofreu
interacdo entre os fatores tipo e tempo de dieta reforcando a redugcédo do conteudo
de PGC-1a (Two way ANOVA, P=0,0241).

Figura 23 - Conteudo total da proteina PGC-1a nos cardiomiécitos de camundongos
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Legenda: Os valores de densidade relativa foram representados
como média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram
testadas com Two-way ANOVA seguidas de pOs-teste de
Bonferroni com miltiplas comparagdes. Letras indicam
diferenca significativa para P<0,05, comparando com: [e]
GC vs GO 16 semanas. n=8/grupo.
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6.4.13 Conteudo total dos complexos respiratérios do sistema de transporte de

elétrons

Avaliamos o conteudo dos complexos |, II, lll, IV e V do sistema de transporte
de elétrons. Observamos que os animais do GO n&o apresentaram diferenca
estatistica do conteddo dos complexos respiratorios quando comparados aos
respectivos GC (Figura 24A-E).

Os contetdos dos complexos | e V sofreram influéncia do fator tempo de dieta
de forma independente (Two way ANOVA, P<0,001 e P=0,0371). Houve interacéo
entre os fatores tipo e tempo de dieta quanto aos conteudos dos complexos Il e IV
(Two way ANOVA, P=0,0484 e P=0,0152).
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Figura 24 - Conteudo total dos complexos respiratérios do sistema de transporte de elétrons (I, II, 11, IV e V) nos cardiomidcitos de

camundongos Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2, 6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores de densidade relativa foram representados como média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA
seguidas de poés-teste de Bonferroni com multiplas comparagdes. Simbolos indicam diferenga significativa para P<0,05, comparando com: [Z] GC
1 semana vs GC 6 semanas, [=] GC 6 semanas vs GC 16 semanas, [*] GO 1 semana vs GO 2 semanas, [#] GO 1 semana vs GO 6 semanas, [u]
GO 1 semana vs GO 10 semanas, [0] GO 1 semana vs GO 16 semanas, [J] GO 2 semanas vs GO 10 semanas, [¢] GO 2 semanas vs GO 16

semanas, [£] GO 6 semanas vs GO 10 semanas. n=8/grupo.
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6.5 Expressdo génica de proteinas envolvidas no metabolismo energético
cardiaco

6.5.1 Carnitina Palmitoil transferase 1 (CPT1)

Com relacdo a expressdo de mRNA da proteina CPT1, observou-se aumento
do significativo no GO alimentado por 1 semana de dieta, ao passo que houve
reducdo quando alimentado por 16 semanas (+100%, P<0,0001; -42%, P<0,05,
respectivamente) (Figura 25). A interagdo entre os fatores tipo e tempo de dieta
maximizaram os resultados quanto a expressdo de mRNA da CPT1 (Two way
ANOVA, P<0,0001).

Figura 25 - Expressdo de mRNA da proteina CPT1 nos cardiomiocitos de
camundongos Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1,

2,6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores da razdo da quantificacdo relativa de CPT1
(mRNA) foram representados como média = desvio padréo
(DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA
seguidas de poés-teste de Bonferroni com multiplas
comparacdes. Letras e simbolos indicam diferenca
significativa para P<0,05, comparando com: [a] GC vs GO 1
semana, [e] GC vs GO 16 semanas, [~] GO 1 semana vs
GO 2 semanas, [#] GO 1 semana vs GO 6 semanas, [a] GO
1 semana vs GO 10 semanas, [o] GO 1 semana vs GO 16
semanas. n=8/grupo.



6.5.2 Proteina desacopladora 2 (UCP2)

A expressdo de mRNA da proteina UCP2 apresentou reducao significativa no
10 e 16 semanas (-50%, P<0,0001; -33%, P<0,05; -46%, P<0,01,

respectivamente) (Figura 26). A interacdo entre os fatores tipo e tempo de dieta

GO alimentados 2,

maximizaram o0s resultados quanto a expressdo de mRNA da UCP2 (Two way

ANOVA, P=0,0028).

Figura 26 - Expressdo de mRNA da proteina UCP2 nos cardiomiocitos de
camundongos Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1,
2, 6,

10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores da razdo da quantificacao relativa de UCP2

(mRNA) foram representados como média + desvio padrao
(DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA
seguidas de pos-teste de Bonferroni com mudltiplas
comparacdes. Letras e simbolos indicam diferenga
significativa para P<0,05, comparando com: [b] GC vs GO 2
semanas, [d] GC vs GO 10 semanas, [e] GC vs GO 16
semanas, [2] GC 1 semana vs GC 6 semanas, [~] GO 1
semana vs GO 2 semanas, [#] GO 1 semana vs GO 6
semanas, [m] GO 1 semana vs GO 10 semanas, [0] GO 1
semana vs GO 16 semanas. n=8/grupo.
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6.5.3 Proteina desacopladora 3 (UCP3)

A expressdo de mRNA da proteina UCP3 apresentou reducéo significativa no
GO alimentados por 2, 10 e 16 semanas (-44%, P<0,05; -50%,P<0,01; -40%,
P<0,05, respectivamente) (Figura 27). O fator tipo de dieta interferiu
independentemente sob os resultados de expressdo de mRNA da UCP3 (Two way
ANOVA, P<0,0001).

Figura 27 - Expressdao de mRNA da proteina UCP3 nos cardiomidcitos de
camundongos Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1,

2,6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores da raz@o da quantificacdo relativa de UCP3
(mRNA) foram representados como média + desvio padrdo
(DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA
seguidas de pos-teste de Bonferroni com mdltiplas
comparacdes. Letras indicam diferenca significativa para
P<0,05, comparando com: [b] GC vs GO 2 semanas, [d] GC
vs GO 10 semanas, [e] GC vs GO 16 semanas. n=8/grupo.
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6.5.4 Transportador de glicose 4 (GLUT4)

Quanto a expressio de mRNA da proteina GLUT4, o GO foi
significativamente reduzido apenas com 16 semanas de exposi¢cdo a dieta (-58%,
P<0,0001) (Figura 28). Houve interacéo entre os fatores tipo e tempo de dieta sob a
reducdo da expressdo de mRNA de GLUT4 (Two way ANOVA, P=0,0051).

Figura 28 - Expressdo de mRNA da proteina GLUT4 nos cardiomiocitos de
camundongos Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1,

2,6,10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores da razdo da quantificacdo relativa de GLUT4
(mRNA) foram representados como média = desvio padréo
(DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA
seguidas de pobs-teste de Bonferroni com mdultiplas
comparacdes. Letras e simbolos indicam diferenca
significativa para P<0,05, comparando com: [e] GC vs GO
16 semanas, [¢] GO 6 semanas vs GO 16 semanas.
n=8/grupo.
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6.5.5 Receptor ativado do proliferador de peroxissoma a (PPAR-a)

A expressao génica da proteina PPAR-a foi significativamente menor no GO
guando alimentados pela dieta por 10 e 16 semanas (-58%, -58%, P<0,05) (Figura
29). Os fatores tipo e tempo de dieta interferiram independentemente sob os
resultados de expressdo de PPAR-a (Two way ANOVA, P<0,0001 e P=0,0024,

respectivamente).

Figura 29 - Expressdo de mRNA da proteina PPAR-a nos cardiomidcitos de
camundongos Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1, 2,

6, 10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores da razado da quantificacdo relativa de PPAR-a
(mRNA) foram representados como média + desvio padrdo
(DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA
seguidas de pobs-teste de Bonferroni com mudltiplas
comparacdes. Letras indicam diferenca significativa para
P<0,05, comparando com: [d] GC vs GO 10 semanas, [e] GC
vs GO 16 semanas. n=8/grupo.
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6.5.6 Miosina de cadeia pesada 3 (MHC-B)

A expressao de mRNA da proteina MHC- foi significativamente maior no GO
alimentados por 6, 10 e 16 semanas (+200%, P<0,0001; +157%, +157%, P<0,05)
(Figura 30). Os fatores tipo e tempo de dieta interferiram independentemente sob os
resultados de expressdo de MHC-B (Two way ANOVA, P<0,0001 e P=0,0066,

respectivamente).

Figura 30 - Expressdo de mRNA da proteina MHC-B nos cardiomidcitos de
camundongos Swiss submetidos as dietas controle e ocidental por 1,

2,6,10 e 16 semanas
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Legenda: Os valores da razdo da quantificacdo relativa de MHC-B
(mRNA) foram representados como média + desvio padréo
(DP). As diferencas foram testadas com Two-way ANOVA
seguidas de pos-teste de Bonferroni com multiplas
comparacdes. Letras indicam diferenga significativa para
P<0,05, comparando com: [c] GC vs GO 6 semanas, [d] GC
vs GO 10 semanas, [e] GC vs GO 16 semanas, [#] GO 1
semana vs GO 6 semanas. n=8/grupo.
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6.6 Histologia

6.6.1 Figado

A analise histoldgica de sec¢des do figado coradas por hematoxilina e eosina,
demonstrou que o figado dos camundongos alimentados com a dieta controle nos
diferentes periodos e pela dieta ocidental por 1 semana apresentaram parénquima
hepatico normal (Figuras 31, 32, 33, 34, 35 A e B; Figura 31 C e D). Entretanto, o
figado dos camundongos do grupo submetido a dieta ocidental apresentou-se com
pequenas goticulas de gordura caracteristicas de microesteatose ja no periodo de 2
semanas (Figura 32C e D). Com 6 semanas, além da microesteatose, foi observado
também a macroesteatose, caracterizada por grandes goticulas de gordura nos
hepatécitos (Figura 33C e D). O aumento no periodo de exposi¢ao a dieta para 10 e
16 semanas contribuiu para o surgimento da macroesteatose acompanhada de
infiltrado inflamatério no parénquima hepatico (Figuras 34, 35 C e D).

Em suma, o consumo da dieta ocidental favoreceu o acumulo de grande
quantidade de gordura nos hepatdcitos e citoplasma, caracterizando esteatose

hepatica ndo-alcoodlica no GO a partir do periodo de 2 semanas.
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Figura 31 - Histologia do figado de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental por 1 semana

Legenda: A coloracdo HE mostrou a morfologia do parénquima hepatico dos animais do grupo
controle (A, B) e ocidental (C, D) com corddes de hepatdcitos e veia centrolobular (VC)
(A, B, C). Objetivas de 20x (A e C) e 40x (B e D). n=8/grupo.
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Figura 32 - Histologia do figado de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental por 2 semanas

Legenda: A coloragdo HE mostrou a morfologia do parénquima hepatico dos animais do grupo
controle (A, B) e ocidental (C, D) com corddes de hepatécitos e veia centrolobular (VC)
(A e C). No grupo ocidental observamos microesteatose (cabeca de seta) (C e D).
Objetivas de 20x (A e C) e 40x (B e D). n=8/grupo.
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Figura 33 - Histologia do figado de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental por 6 semanas

Legenda: A coloragdo HE mostrou a morfologia do parénquima hepatico dos animais do grupo
controle (A, B) e ocidental (C, D) com corddes de hepatdcitos, veia centrolobular (VC) (A)
e espaco porta (EP) (C). No grupo ocidental observamos microesteatose em torno do
espaco porta (cabeca de seta) e esteatose (seta) (C e D). Objetivas de 20x (A e C) e 40x

(B e D). n=8/grupo.
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Figura 34 - Histologia do figado de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental por 10 semanas

Legenda: A coloragdo HE mostrou a morfologia do parénquima hepético dos animais do grupo
controle (A, B) e ocidental (C, D) com corddes de hepatdcitos e veia centrolobular (VC)
(A e B). No grupo ocidental observamos microesteatose (cabeca de seta) (C), esteatose
(seta) (C e D) e infiltrado inflamatério (*) (D). Objetivas de 20x (A e C) e 40x (B e D).
n=8/grupo.
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Figura 35 - Histologia do figado de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental por 16 semanas

Legenda: A coloragdo HE mostrou a morfologia do parénquima hepatico dos animais do grupo
controle (A, B) e ocidental (C, D) com corddes de hepatdcitos e veia centrolobular (VC)
(A e B). No grupo ocidental observamos esteatose (seta) (C e D). Objetivas de 20x (A e
C) e 40x (B e D). n=8/grupo.
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6.6.2 Coracao

A andlise histologica do coracdo coradas por hematoxilina e eosina,
demonstrou que os camundongos alimentados com a dieta controle nos diferentes
periodos e pela dieta ocidental por 1 semana apresentaram cardiomiocitos tipicos
bifurcados e com nucleo central (Figuras 36, 37, 38, 39, 40 A e B; Figura 37 C e D).
Ao passo que o coracao dos camundongos do grupo submetido a dieta ocidental
apresentou-se com desorganizacdo dos cardiomidcitos (37, 38, 39 e 40C e D),
infiltrado inflamatério (38C e D) e fibrose (40C e D), a medida que o periodo de
exposicao a dieta foi aumentado.

Logo, o consumo da dieta ocidental favoreceu o remodelamento cardiaco,

sugestivo de hipertrofia cardiaca.
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Figura 36 - Histologia do coracdo de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental por 1 semana

Legenda: A coloragdo HE demonstra a morfologia dos animais do grupo controle (A, B) e ocidental
(C, D) com cardiomidcitos tipicos bifurcados e com nucleo central. Objetivas de 20x (A e
C) e 40x (B e D). n=8/grupo.
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Figura 37 - Histologia do coracdo de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental por 2 semanas
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Legenda: A coloracdo HE demonstra a morfologia dos animais do grupo controle (A, B) com
cardiomiécitos tipicos bifurcados e com nucleo central. O grupo ocidental (C, D)
apresentou desorganizac¢ao dos cardiomiocitos. Objetivas de 20x (A e C) e 40x (B e D).
n=8/grupo.
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Figura 38 - Histologia do coracdo de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental por 6 semanas

Legenda: A coloracdo HE demonstra a morfologia dos animais do grupo controle (A, B) com
cardiomidcitos tipicos bifurcados e com nucleo central. O grupo ocidental (C, D)
apresentou desorganiza¢do dos cardiomidcitos e infiltrado inflamatério (*). Objetivas de
20x (A e C) e 40x (B e D). n=8/grupo.
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Figura 39 - Histologia do coracdo de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental por 10 semanas

Legenda: A coloracdo HE demonstra a morfologia dos animais do grupo controle (A, B) com
cardiomiécitos tipicos bifurcados e com nudcleo central. O grupo ocidental (C, D)
apresentou desorganizacdo dos cardiomiécitos. Objetivas de 20x (A e C) e 40x (B e D).
n=8/grupo.
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Figura 40 - Histologia do coracdo de camundongos Swiss submetidos as dietas

controle e ocidental por 16 semanas

Legenda: A coloracdo HE demonstra a morfologia dos animais do grupo controle (A, B) com
cardiomiécitos tipicos bifurcados e com ndcleo central. O grupo ocidental (C, D)
apresentou desorganizacdo dos cardiomiécitos e evidéncia de fibrose (seta). Objetivas
de 20x (A e C) e 40x (B e D). n=8/grupo.
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7 DISCUSSAO

Ao longo do estudo observamos que o ganho de massa corporal apresentou
aumento significativo no grupo submetido a dieta ocidental por 10 e 16 semanas.
Este aumento na massa corporal foi acompanhado do aumento do conteudo de
gordura retroperitoneal. Interessantemente, o conteddo de gordura epididimal
apresentou-se aumentado no GO na metade do estudo, periodo de 6 semanas de
exposicdo a dieta, apesar de ndo haver diferenca na massa corporal entre 0s
grupos. Este aumento se manteve nos subsequentes periodos estudados (10 e 16
semanas).

Apesar dos animais GO apresentarem modificacdes relevantes no que diz
respeito ao ganho de peso e contetudo de gordura visceral quando alimentados por
6, 10 e 16 semanas, o indice de obesidade (indice de Lee) foi positivo somente no
maior periodo de dieta. Resultados semelhantes a estes foram observados por
Tikellis et al. (2008) e Neves et al. (2014), onde camundongos foram submetidos a
mesma dieta utilizada no presente estudo, por um periodo de 15 e 16 semanas,
resultando em aumento significativo na massa corporal.

O desenvolvimento da obesidade neste modelo experimental de dieta, como
observado anteriormente pelo nosso grupo (NEVES et al., 2014), se deve ao fato
dos camundongos submetidos a dieta ocidental apresentarem maior consumo
energeético e, por isso, sdo considerados hiperfagicos, ou seja, independente da
quantidade ingerida em gramas de ragdo, estes ingeriram uma quantidade calérica
(Kcal) superior as suas necessidades fisiologicas. Estes dados sédo corroborados por
outros autores (LIN et al.,, 2000; GHIBAUDI et al., 2002; WOODS et al., 2003;
HUANG et al., 2004; GALLOU-KABANI et al., 2007).

Como consequéncia da obesidade, observamos um aumento significativo do
peso do ventriculo esquerdo (VE) e da razdo entre VE/comprimento da tibia (CT) no
GO somente quando alimentados com a dieta por igual ou superior periodo de 10
semanas, sugerindo possivel hipertrofia cardiaca. Tikellis et al. (2008), utilizando a
mesma dieta, observou em camundongos C57BI/6 aumento da espessura da parede
do VE e acumulo de particulas lipidicas intramiocardicas. Outros estudos com
modelo de obesidade induzida por dieta ocidental observaram resultados

semelhantes a estes, e concluiram que dietas ricas em gordura saturada aumentam
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0 espessamento do VE, caracterizando a hipertrofia dos cardiomiocitos (FANG et al.,
2008; JECKEL et al., 2011).

Outro resultado importante no que diz respeito a hipertrofia cardiaca foi o
obtido com a analise da expressdo génica da proteina MHC-3. A reexpressao de
genes fetais, como o MHC-, comprometem a fung¢do contratil do coracdo com o
aumento do tamanho dos cardiomidcitos, caracterizando a hipertrofia cardiaca
patologica (PATRIZIO et al., 2013). O grupo de animais alimentados com a dieta
ocidental a partir de 6 semanas apresentaram aumento significativo quanto a
expressdo génica da proteina MHC-B, sugerindo hipertrofia patolégica nos
cardiomiécitos desses animais. Além disso, a partir de 2 semanas foi observado
desorganizacdo e evidéncia de fibrose nos cardiomiécitos. Estes dados séo
corroborados com outros estudos relacionados ao consumo de dietas ricas em
gordura saturada e acucar simples (CHESS et al., 2007; TIKELLIS et al., 2008;
OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013). Tais alteracdes miocardicas no decorrer do tempo
acarretam em modificacBes progressivas da geometria ventricular que contribuem de
maneira significativa para a piora da funcéo cardiaca global.

Ao avaliarmos os parametros referentes as alteracdes do figado, observamos
aumento significativo do peso do figado no GO a partir de 10 semanas de consumo
da dieta ocidental, assim como a relacdo positiva para esteatose hepatica através da
analise da relacao peso do figado/massa corporal. Quanto a analise morfolégica do
figado, esta evidenciou esteatose hepatica ndo-alcodlica a partir de 2 semanas de
dieta. Estes dados séo corroborados pelo estudo de Serviddio et al. (2011), onde o
figado de ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica apresentaram esteatose
hepatica ndo-alcodlica com aumento do peso do figado e, como consequéncia, 0
aumento da relacdo peso do figado/massa corporal. A esteatose hepatica néo-
alcodlica (decorrente do aumento no consumo de dietas hiperlipidicas) se constitui
em fator de risco independente para aterosclerose e doencas cardiovasculares
(CLARK & DIEHL, 2002; TARGHER et al.,, 2005; HEMAGUCHI et al., 2007). Em
individuos obesos, 0 acumulo ectdpico de gordura também pode ser observado no
tecido muscular cardiaco, onde o0 excesso de lipidios nocivos aos cardiomiocitos
resultam na lipotoxicidade cardiaca (ZHOU et al., 2000), que pode ser decorrente do
descompasso entre a captacdo e utilizacdo de &cidos graxos durante o processo de
adaptacdo sob condicdes fisiologicas ou patologicas (THAKKER et al.,, 2008;
HARMANCEY et al., 2010). Tais alteracbes do metabolismo cardiaco podem
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contribuir para o desenvolvimento e a progressdo da insuficiéncia cardiaca
(THAKKER et al., 2008).

No presente estudo, os camundongos submetidos a dieta ocidental
apresentaram hiperglicemia de jejum e aumento do indice HOMA-IR (a partir de 2
semanas de dieta), hiperinsulinemia (10 e 16 semanas de dieta), com conteudo
intramiocardico de GLUT1, GLUT4 e IRB normais nos diferentes tempos de
exposicao a dieta, expressao génica de GLUT4 reduzida (16 semanas) e diminuicédo
do contetdo de IRS-1 (a partir de 2 semanas) e PI3K (a partir de 6 semanas). Como
descrito na literatura, os efeitos benéficos da insulina no coragéo sédo mediados pela
via de sinalizacdo IRS-1/PI3K/Akt, que promove a captacao de glicose no miocérdio,
mediado pelo fluxo sanguineo de Oxido nitrico, e relaxamento diastélico. Por
conseguinte, a interacdo entre as acbes metabdlicas e hemodinamicas ocorrem
como resultado da sinalizacdo metabdlica da insulina no coracdo (TREMBLAY et al.,
2005; ZHOU et al., 2010; STEINBUSCH et al., 2011). Além disso, a ativacéo da via
IRS-1/PI3K é necessaria para a fosforilacdo e ativacdo da serinal/treonina quinase
Akt, que se transloca para as mitocondrias, em resposta a insulina (BIJUR et al.,
2003; YANG et al., 2009). Recentemente, nds observamos no mesmo modelo
experimental, menor contetdo de IRS-1 associado a menor translocagédo do GLUT4
nos animais submetidos a dieta ocidental apés 16 semanas ap0s a inducdo da
obesidade por dieta, que por sua vez contribuiu para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina (NEVES et al.,2014).

Com base nestes achados, realizamos a avaliacao da translocacdo de GLUT4
para captacdo de glicose através da analise dos conteudos das fraces citosdlica e
de membrana deste transportador. Observamos menor conteudo de GLUT4 da
fracdo de membrana no GO a partir de 6 semanas de exposicao a dieta, ao passo
gque ndo houve diferenca na fracdo citosolica em todos os periodos estudados,
corroborando nossos dados referentes a resisténcia a insulina e ao nosso trabalho
publicado anteriormente (NEVES et al.,2014).

Além da avaliagdo da glicemia e insulinemia de jejum e do HOMA-IR,
submetemos os camundongos alimentados pelas dietas controle e ocidental em
todos os periodos estudados ao teste intraperitoneal de tolerancia a glicose. Através
da area sob a curva obtida, observamos menor tolerancia a glicose a partir de 6

semanas de dieta ocidental no GO. Este resultado é corroborado por outros estudos



102

relacionados ao consumo de dietas ricas em gordura saturada (NEVES et al., 2014;
HWANG, J. S. et al., 2015; JANSSENS et al., 2015).

Estes dados nos permitem dizer que o consumo de dieta ocidental no
presente estudo favoreceu o desenvolvimento da resisténcia a insulina no coracao,
visto que foram observados nos animais submetidos a dieta ocidental alteragdo da
via de sinalizagdo de insulina, com menor conteudo de IRS-1, PI3K, reduzida
translocacdo do GLUT4 apesar do receptor de insulina ndo ter sofrido alteracéo do
seu conteudo (ERION & SCHULMAN, 2010).

A resisténcia a insulina é consequéncia da deposicao ectopica de gordura
cronica (SEPPALA-LINDROOS et al., 2002), caracterizada pela reducdo da
utilizacdo de glicose com aumento da gliconeogénese hepética e hiperglicemia
(BAYS et al., 2004). De acordo com Lichtenstein & Schwab (2000) e Riccardi et al.
(2004), independente da obesidade, uma alimentacao rica em gordura contribui para
intoleréncia a glicose e reducdo da sensibilidade a insulina, sendo o consumo de
dietas ricas em acidos graxos saturados o fator com maior relacdo com a resisténcia
a insulina do que o consumo de dietas compostas com os demais tipos de &cidos
graxos (CLARKE, 2000; LICHTENSTEIN & SCHWAB, 2000; STORLIEN et al., 2000;
RICCARDI et al., 2004). Outros estudos com dietas ricas em gordura demonstraram
gue estas conduzem ao acumulo intramuscular de lipidios, resultando em absorcéo
reduzida de glicose e resisténcia a insulina (BONNARD et al., 2008; HANCOCK et
al., 2008; HOLLOSZY, 2009; VAN DEN BROEK et al., 2010). Sadler et al. (2012)
evidenciou em ratos submetidos a uma dieta rica em gordura por 2 semanas,
disfuncdo mitocondrial e resisténcia a insulina em muasculo esquelético como
reportado no presente estudo e por Sparks et al. (2005).

Evidéncias experimentais sugerem que as vias de transducdo do sinal de
insulina sdo também importantes para a fungcdo mitocondrial e que a resisténcia a
insulina tem um impacto negativo sobre as mitocondrias (YANG et al., 2012).

Para avaliar a bioenergética cardiaca, o conteudo de AMPK e pAMPK foi
mensurado. A AMPK atua na regulacdo metabolica durante periodos de estresse,
regulando o metabolismo energético e sintese protéica visando proteger a funcéo
cardiovascular. Uma vez ativada pela diminuicdo de ATP, a AMPK é capaz de
fosforilar e desfosforilar enzimas-chave do metabolismo energético do coragéo.
Sendo assim, a AMPK desempenha um papel fundamental na coordenacao de vias
anabdlicas e catabolicas do coracdo (HEIDRICH et al., 2010). O contetdo de AMPK
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apresentou-se sem diferenca significativa entre os grupos estudados com aumento
do contetdo de pAMPK, sua forma ativada, somente com 10 semanas de ingestao
da dieta ocidental. Ao avaliamos a razdo pAMPK/AMPK, observamos aumento
significativo no GO com 10 semanas de dieta. Esse aumento de atividade da AMPK
provavelmente estd relacionado ao déficit energético gerado pela disfuncao
mitocondrial observada.

Alguns estudos descrevem que 0 metabolismo energético celular na
obesidade esta comprometido e a maioria dos disturbios identificados na producéo e
utilizagcéo de energia convergem na mitocondria (ROGGE, 2009). O estudo realizado
por Sharov et al. (2000), demonstrou que a insuficiéncia cardiaca esta associada
com anormalidades morfologicas e funcionais das mitocéndrias, como hiperplasia,
reducdo do tamanho das organelas e comprometimento da integridade estrutural.
Embora a etiologia das doencas cardiovasculares seja multifatorial, muitas das
alteracdes estdo, direta ou indiretamente, associadas com a disfun¢gdo mitocondrial
(menor atividade dos complexos, menor oxidacdo e alteracdes do metabolismo
mitocondrial) nos cardiomiécitos (SHAROV et al., 2000; BOUDINA et al., 2009;
CHEN & KNOWLTON, 2010). A oferta em excesso de nutrientes, particularmente de
acidos graxos, pode induzir alteracdes na atividade mitocondrial, desempenhando
um papel importante na disfuncdo mitocondrial. Por exemplo, no estudo de Didier et
al. (2007), animais alimentados com dieta rica em gordura por alguns dias foi
suficiente para reduzir rapidamente a sintese de ATP mitocondrial.

Corroborando com os estudos supracitados, observamos nos animais
submetidos a dieta ocidental reducdo da oxidacdo mitocondrial cardiaca, sugestivo
de disfuncdo mitocondrial, quando alimentados por 1, 2, 10 e 16 semanas.
Interessantemente, a disfungcdo mitocondrial relacionada a reducdo da oxidacao de
carboidratos surgiu inicialmente nos animais GO antes do estabelecimento da
obesidade, em apenas 1 semana de consumo da dieta, sem alterar o contetdo
cardiaco de ATP, provavelmente por ndo apresentar modificacdo da oxidacdo de
acidos graxos, via preferencial de oxidacdo para producdo de ATP no coracéo
(RUSSELL et al., 2005). Com 2 semanas de dieta os animais apresentaram reducao
da oxidacdo de acidos graxos, sem diferenca significativa na oxidacdo de
carboidratos, quando comparados aos controles. A reducdo da oxidacdo de &cidos
graxos foi acompanhada do menor acoplamento mitocondrial entre a fosforilacéo

oxidativa e a producdo de ATP, caracterizado pela dissipacdo de energia sob a
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forma de calor através de proteinas desacopladoras (UCPs). Ou seja, o gradiente de
prétons formado no espaco intermembranas ndo esta sendo utilizado para producgéo
de ATP. Fato este confirmado pelo menor contetudo cardiaco de ATP observado no
GO também neste periodo. A partir de 10 semanas de exposicdo a dieta os
camundongos GO apresentaram disfuncado mitocondrial relacionada a reducéo tanto
da oxidacdo de carboidratos quanto da oxidacdo de acidos graxos, assim como
menor acoplamento mitocondrial e conteido de ATP cardiaco. Neves et al. (2014)
também demonstrou reducdo da oxidacdo de ambos os substratos apos 16
semanas de dieta ocidental.

As alteracbes na oxidacdo mitocondrial de &cidos graxos foram
acompanhadas por modificacdes no que diz respeito ao conteudo do transportador
de acido graxo FABPpm e CD36. O FABPpm foi aumentado no GO alimentado por 2
semanas, talvez numa tentativa de suprir o déficit inicial na oxidacéo de gorduras, e
reduzido a partir de 10 semanas, onde houve o estabelecimento da disfungéo
mitocondrial para 4cidos graxos. Ja o transportador CD36 foi reduzido somente ap6s
16 semanas de dieta ocidental, sugerindo continua captacdo e deposi¢do de acidos
graxos no miocardio. Em modelos experimentais de obesidade e resisténcia a
insulina, assim como em estudos em humanos, foi demonstrado a continua
translocacdo do CD36 para o sarcolema levando ao aumento na captacado de acidos
graxos e consequentemente no maior acumulo de gordura intramiocardica (COORT
et al., 2004; CHABOWSKI et al., 2006; CARLEY et al., 2007; OUWENS et al., 2007;
AGUER et al., 2010). Nao sendo mais atribuida somente a reducdo na oxidacéo
mitocondrial de acidos graxos para a deposicdo ectopica de gordura no coragao
(SCHWENK et al., 2008).

A regulacdo da captacédo e utilizacdo de acidos graxos em cardiomidcitos €
realizada pelo PPAR-a. O descompasso entre a captacdo e utilizacdo de acidos
graxos resulta no acumulo ectépico de triglicerideos nos cardiomiécitos (esteatose
cardiaca) (GLENN et al., 2015; WEI et al., 2016). No presente estudo, os
camundongos alimentados com a dieta ocidental a partir de 10 semanas
apresentaram tanto a reducdo na expressao génica da proteina PPAR-a quanto o
aumento sérico de triglicerideos.

Crescenzo et al. (2015a), relatou em ratos Sprague-Dawley alimentados com
uma dieta rica em gordura saturada por 2 semanas, aumento significativo do

colesterol total e reducdo da oxidacdo tanto de carboidratos quanto de &acidos
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graxos. Resultados semelhantes foram observados no presente estudo, visto que
observamos aumento do colesterol total com 2, 10 e 16 semanas de dieta ocidental,
assim como reducdo na oxidacdo de acidos graxos nos mesmos periodos.

Apesar da reduzida capacidade de oxidacdo de acidos graxos observada na
respirometria de alta resolugéo, encontramos conteddo aumentado de CPT1 no GO
submetido a dieta por 2 semanas. Entretanto, observamos aumento na expressao
génica da proteina CPT1 com 1 semana e reducdo com 16 semanas de dieta. No
trabalho de Serviddio et al. (2011), os autores observaram aumento da expresséo de
CPT1 e sugeriram que isto poderia ocorrer no figado durante o inicio da esteatose
hepatica para neutralizar o nivel elevado de acidos graxos como descrito
anteriormente por Rizki et al. (2006), e que outras modificacbes pds-transcricionais
poderiam reverter este efeito. A reducdo da sensibilidade da CPT1 em relacéo
a malonil-CoA, juntamente com ainibicdo da atividade e expressdo da ACC,
suportam a ideia de que um mecanismo compensatorio ocorre através da regulacéo
do sistema ACC/malonil-CoA /CPT1, sugerido anteriormente por Merrill et al. (1998),
acionado na primeira fase da esteatose hepatica nado-alcodlica, quando o figado
ainda apresenta esteatose, facilitando a oxidac&do de acidos graxos (SERVIDDIO et
al., 2011).

A analise do conteldo da proteina desacopladora UCP2 apresentou-se
semelhante entre os grupos estudados. Ja a expressao génica da proteina UCP2 e
UCP3 estavam reduzidas no GO alimentados por 2, 10 e 16 semanas. Yang et al.
(2012) demonstrou que a estimulacdo crbénica dos miécitos in vitro com insulina
diminuiu a expressdao de UCP2 e UCP3, sendo esta uma correlagcdo negativa a
resisténcia a insulina.

As UCPs sédo de grande importancia para prevenir a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), produzidas como subprodutos pela cadeia
transportadora de elétrons nas mitocondrias. Assim, a diminuicdo na expressao das
UCPs reflete no aumento da geracdo de EROs mitocondriais, caracteristico do
estresse oxidativo, como observado no estudo de Maclellan et al. (2005).

Outros estudos realizados em mitocondrias isoladas de musculo esquelético
tratadas com NEFA (acidos graxos nao esterificados) observaram que acidos graxos
de cadeia longa (>12 &tomos de carbono) aumentam a produgédo de EROs (ASH &
MERRY, 2011). Alguns estudos in vivo realizados em ratos e em humanos também
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tém demonstrado maior producdo de EROs no musculo esquelético apos uma dieta
rica em gordura (BONNARD et al., 2008; LEFORT et al., 2010).

Como ja foi descrito, o coativador 1 do receptor ativado por proliferador do
peroxissoma (PGC1) é uma familia de coativadores transcricionais que surgiram
como reguladores centrais do metabolismo (AUSTIN & ST-PIERRE, 2012). Existem
3 isoformas da familia PGC1l: PGC-1a, PGC-18 e o PRC (PGC coativador
relacionado), que interage com fatores de transcricdo e os receptores nucleares para
exercer as suas funcbes biologicas (HANDSCHIN & SPIEGELMAN, 2006). A
isoforma mais conhecida e estudada é o PGC-1a, que exerce uma regulacao
positiva da biogénese e a respiracdo mitocondrial, termogénese adaptativa, a
gliconeogénese, bem como muitos outros processos metabdélicos (HANDSCHIN &
SPIEGELMAN, 2006). A expressao de PGC-1a é altamente induzida por estimulos
fisiolégicos, incluindo o exercicio, frio e jejum (HANDSCHIN & SPIEGELMAN, 2006).
Resumindo, o PGC-1a é um elo critico no controle entre a oxidacdo de acidos
graxos via mitocéndria e todas as fun¢des mitocondriais (LEHMAN & KELLY, 2002).
No presente estudo, esta proteina foi significativamente reduzida nos camundongos
do GO somente quando submetidos a dieta por 16 semanas, indicando menor
expressdo génica de enzimas da oxidacdo de &cidos graxos e reduzida biogénese
mitocondrial nos cardiomiocitos, com base em estudos anteriores (LEHMAN et al.,
2000, LEHMAN & KELLY, 2002; NEVES et al., 2014). Esta redu¢gdo é comum no
coracdo hipertrofiado (BARGER et al., 2000; LEHMAN & KELLY, 2002). A luz do
exposto, sugerimos que, apesar da disfungcdo mitocondrial ter sido observada desde
o inicio do estudo, a reducdo da biogénese mitocondrial se deu somente no periodo
de 16 semanas de dieta, onde os animais GO apresentaram relacao positiva de
hipertrofia cardiaca e aumento da expressao génica de MHC-B que esta diretamente
relacionado com a hipertrofia patologica.

Assim, a reducdo na expressdo génica de proteinas envolvidas na
fosforilacdo oxidativa e biogénese mitocondrial se deve ao consumo da dieta
ocidental, rica em gordura saturada, como observado por Sparks et al. (2005). Além
disso, individuos resistentes a insulina apresentam reduzida expressao de genes
mitocondriais e menor expressdo de subunidades de proteinas da cadeia
respiratoria (MOOTHA et al., 2003; PATTI et al.,, 2003; MORINO et al., 2005;
HEILBRONN et al.,, 2007, HWANG et al., 2010), reduzido DNA mitocondrial,

reduzida atividade oxidativa de enzimas mitocondriais (HEILBRONN et al., 2007) e
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diminuicdo no tamanho e densidade das mitocondrias (KELLEY et al.,, 2002;
MORINO et al., 2005; RITOV et al., 2005; HEILBRONN et al., 2007). Entretanto, ndo
observamos alteracbes nos conteddos proteicos dos cinco complexos
multienzimaticos do sistema de transporte de elétrons mitocondrial. No estudo de
Rosca et al. (2008), também né&o foi observado modificacdes no contetdo proteico

dos complexos respiratorios em modelo de insuficiéncia cardiaca.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, podemos inferir que a disfuncéo
mitocondrial cardiaca é um processo anterior ao estabelecimento da obesidade
durante o consumo da dieta ocidental. Os eventos relacionados aos processos de
acumulo ectdpico de gordura e resisténcia a insulina sdo consolidados na medida
em que se aumenta o periodo de consumo da dieta ocidental, favorecendo o
estabelecimento da obesidade como tal. Concomitantemente, ocorrem modificacdes
no que diz respeito ao remodelamento e hipertrofia cardiaca patolégica. Em longo
prazo, menor oxidacdo e alteracbes no metabolismo mitocondrial cardiaco,
sugerindo disfuncdo mitocondrial, sdo estabelecidos comprometendo assim o

metabolismo energético e a eficiéncia cardiaca global.
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